Suscetibilidade genética para a hipertensão by Semente, Ildegário Horold dos Santos
 
2018 
UNIVERSIDADE DE LISBOA 
FACULDADE DE CIÊNCIAS 
















Mestrado em Biologia Humana e Ambiente 
 
 
Dissertação orientada por: 
Professora Doutora Deodália Dias 







UNIVERSIDADE DE LISBOA 
FACULDADE DE CIÊNCIAS 
















Mestrado em Biologia Humana e Ambiente 
 
 
Dissertação orientada por: 
Professora Doutora Deodália Dias 
























Este trabalho foi realizado no Laboratório de Genética da Faculdade de Medicina da Universidade de 
Lisboa, no Departamento de Genética Humana do Instituto Nacional de Saúde Doutor Ricardo Jorge, 
























As referências bibliográficas nesta dissertação estão de acordo com as normas da revista 






Um trabalho de mestrado é uma longa viagem, que inclui uma trajetória permeada por inúmeros 
desafios, tristezas, incertezas, alegrias e muitos percalços pelo caminho. Trilhar este caminho só foi 
possível com o apoio de várias pessoas que, direta ou indiretamente, contribuíram para a realização do 
mesmo. Desta forma, quero expressar-lhes os meus agradecimentos. 
Em primeiro lugar agradeço a Deus, de seguida agradeço ao Professor Doutor Manuel Bicho, 
Diretor do Laboratório de Genética da Faculdade de Medicina da Universidade de Lisboa (FMUL), por 
me ter concedido e confiado a oportunidade de efetuar este trabalho e por todos os aclaramentos, 
conselhos e apoios dados ao longo da realização do mesmo e também por me ter proporcionado a 
elaboração deste trabalho no Laboratório de Genética da FMUL. 
Agradeço à minha orientadora externa, a Doutora Paula Faustino, responsável pelo Grupo de 
Investigação e Desenvolvimento (I&D) em Hemoglobinopatias, metabolismo do ferro e patologias 
associadas do INSA, por ter aceitado orientar-me, pela sua disponibilidade em ajudar-me, pelo apoio, 
pelo incentivo e todos os conhecimentos transmitidos de ordem teórica e prática. Quero também 
agradecer ao Doutor João Lavinha, responsável pela Unidade de Investigação e Desenvolvimento do 
Departamento de Genética Humana do INSA, pela oportunidade de realização de uma parte deste 
trabalho neste Instituto. Agradeço também à Unidade de Tecnologia e Inovação do INSA pelo suporte 
técnico prestado e aos investigadores que deram as formações iniciais no INSA.  Quero agradecer 
também à Marta Nicolau, Marisa Silva e ao José Ferrão, do grupo de Investigação e Desenvolvimento 
(I&D) em Hemoglobinopatias, metabolismo do ferro e patologias associadas do INSA, por todo o apoio 
laboratorial, disponibilidade e ajuda.  
Agradeço à Professora Doutora Deodália Dias, por ter aceitado ser a minha orientadora na 
Faculdade de Ciências da Universidade de Lisboa e por toda a disponibilidade que sempre demonstrou 
desde o início do mestrado. Agradeço também a todos os professores do mestrado pelos conhecimentos 
transmitidos.  
Agradeço aos colaboradores do laboratório de genética da FMUL, nomeadamente à Dra. Joana 
Ferreira, pela disponibilidade demonstrada e informações transmitidas tanto na parte teórica como na 
parte laboratorial para execução deste trabalho, à Andreia Matos pelos dados/informações transmitidas, 
à Técnica de laboratório Conceição Afonso pelos conselhos dados e aos demais colaboradores que 
diretamente ou indiretamente ajudaram na conclusão deste trabalho.  
Tendo consciência que sozinho nada disto teria sido possível, dirijo um agradecimento mais do 
que especial, eterno e imensurável aos meus amados pais/família, por serem modelos de coragem, pelo 
seu apoio incondicional, incentivo, amizade, e paciência demonstrados e total ajuda na superação de 
obstáculos que ao longo desta trajetória foram surgindo. Aos meus pais/família dedico este trabalho. 
Por fim, agradeço a todos os meus amigos/colegas pelas brincadeiras, pela amizade e também 
pela boa disposição que partilharam sempre comigo, nomeadamente, à Raquel Carrilo, à Daniela Brás, 
à Laura Aguiar, à Joana Dias, à Cláudia Cavacas e ao Gonçalo Fulgêncio. Deixo também um especial 




A hipertensão é uma doença multicausal, multifatorial e poligénica, caracterizada pela presença 
de níveis elevados de tensão arterial e encontra-se frequentemente associada a distúrbios metabólicos e 
hormonais, com presença de hipertrofia cardíaca e elevação do tónus vascular. É também considerada 
uma síndrome por estar fortemente associada a um agregado de distúrbios metabólicos, tais como a 
obesidade, aumento da resistência à insulina, diabete mellitus, e dislipidemias, que podem contribuir de 
forma significativa para o aumento da incidência da hipertensão e outras doenças cardiovasculares, bem 
como estarem na base do desenvolvimento das mesmas. 
 
Este trabalho teve como objetivo avaliar a suscetibilidade genética para o desenvolvimento de 
hipertensão na população portuguesa, mais especificamente pretendeu-se testar a associação de 
variantes nos genes NOS3, HBA e G6PD com a hipertensão (fenótipo distante) e com potenciais fatores 
de risco (fenótipos intermédios). Para tal foram analisadas amostras de sangue periférico de 377 
indivíduos portugueses, com idade compreendida entre os 19 e 98 anos, dos quais 227 eram do sexo 
feminino e 144 do sexo masculino, sendo 243 hipertensos e 134 normotensos (população controlo). 
Foram ainda analisadas 22 amostras de uma população africana não hipertensa (Moçambique). 
 
Para a pesquisa do número de repetições de 27 bp em tandem (VNTR) no intrão 4 do gene NOS3 
foi usada a PCR, para a pesquisa do SNP rs1050829 no gene G6PD foi usado a PCR-RFLP e para a 
pesquisa da deleção alfa-talassémica de -3,7kb no agrupamento génico da alfa-globina foi usada uma 
metodologia de Gap-PCR. Para a pesquisa de variantes no exão 2 dos genes HBA1 e HBA2 foi usada a 
PCR seguida de sequenciação de Sanger Os cálculos estatísticos foram realizados no programa 
estatístico SPSS 25.0, sendo o nível de significância estatístico estabelecido para p-value < 0,05. Dado 
que existia diferença entre os dois grupos analisados (hipertensos e normotensos) no que diz respeito à 
idade (mas não ao género), sempre que necessário foi realizado o ajuste para este fator de confundimento.  
 
Os resultados deste estudo mostraram que a presença do alelo 4a em NOS3 (em heterozigotia 
ou homozigotia) está associado a um maior risco de ser hipertenso [OR = 2,297; IC (95%) = (1,206 – 
4,376); p = 0,011]. Observou-se também que o IMC e a glicémia apresentavam diferenças 
estatisticamente significativas entre hipertensos e normotensos, respetivamente, p = 0,008 e p = 0,036. 
Além disso, foi observado que na ausência do alelo 4a o IMC, a glicémia e a uricémia estão associadas 
a hipertensão (p = 0,005; p = 0,001 e p = 0,013) e que poderão ser fatores de risco independentes. Não 
se verificaram quaisquer diferenças estatisticamente significativas para a variante da G6PD e para a 
presença da alfa-talassémia entre os grupos (hipertensos e normotensos). 
 
Os resultados obtidos neste estudo indicam que a presença do alelo 4a no gene NOS3 é um fator 
de suscetibilidade genética para o desenvolvimento de hipertensão na população portuguesa. Este facto 
realça a importância do metabolismo do óxido nítrico nesta patologia. A identificação de variantes 
genéticas associadas ao fenótipo hipertenso, poderá permitir o reconhecimento de indivíduos suscetíveis 
e a classificação dos pacientes em subgrupos com distintas características genéticas, de maneira a serem 









Hypertension is a multicausal, multifactorial and polygenic disease, characterized by the 
presence of elevated arterial tension levels and is frequently found associated with metabolic and 
hormonal disturbances, with the presence of cardiac hypertrophy and elevation of the vascular toning.  It 
is also considered a syndrome because it is strongly associated with an aggregate of metabolic 
disturbances, such as obesity, increased insulin resistance, diabetes mellitus and dyslipidemia, which 
may contribute significantly to increased incidence of hypertension and other cardiovascular diseases, 
as well as being at the basis for their development. 
 
This project aimed to evaluate the genetic susceptibility to hypertension within the Portuguese 
population, more specifically to test the association of variants in genes NOS3, HBA and G6PD with 
hypertension (distant phenotype). Also, the contribution of some biochemical/clinical parameters as 
potential risk factors (intermediate phenotypes) were analysed. For that, peripheral blood samples of 
377 Portuguese individuals being 243 hypertensives and 134 normotensives (population control) were 
investigated. The sample was composed by 227 females and 144 males with ages ranging between 19 
and 98 years. Further, 22 samples of a non-hypertensives African population was analyzed 
(Mozambique). 
 
The characterization of the number of repetitions of 27 bp in tandem (VNTR) in 4 intron of the 
gene NOS3 was performed by PCR, the SNP rs1050829 in G6PD gene was analysed by PCR-RFLP and 
the study of -3,7kb alpha-thalassemic deletion in the alpha-globin cluster was performed by Gap-PCR. 
To search for variants in exon 2 of HBA1 and HBA2 genes PCR followed by Sanger sequencing. The 
statistical calculations were made using the statistics tool SPSS 25.0, with the statistical significance 
level set to p-value <0.05. As the two groups (hypertensive/normotensive) presented difference 
concerning age (but not gender) correction for this confounding factor was performed when appropriate. 
 
The results of this study show that the presence of the allele with four repetitions (allele 4a) in 
NOS3 (in heterozygosity or homozygosity) is associated with a higher risk of being hypertensive [OR = 
2.297; CI (95%) = (1.206 - 4.376); p = 0.011]. Concerning intermediate phenotypes, it was also observed 
that the Body Mass Index (BMI) and glycemia showed statistical differences between hypertensives and 
normotensives groups, (p = 0.008 and p = 0.036, respectively). Moreover, we observed that in absence 
of allele 4a, BMI, glycemia and uricemia are associated with hypertension (p = 0.005; p = 0.001 and p 
= 0.013) which allowed to conclude that they are independent risk factors. No significant differences 
were verified for the G6PD variant or for the presence of the alpha-thalassemia deletion between the 
hypertensive and the normotensive groups. 
 
We can conclude that the presence of the allele 4a in NOS3 gene is a genetic susceptibility factor 
for the development of hypertension in the Portuguese population. This fact emphasizes the importance 
of nitric oxide metabolism in this pathology. The identification of contributing genetic variants for the 
susceptibility to hypertension may allow recognizing the vulnerable individuals and classifying patients 
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I.1. Hipertensão - Nota Histórica 
 
A história da hipertensão remonta aos tempos antes de cristo, sendo que os antigos egípcios já 
possuíam conhecimento sobre a origem da pulsação e sobre o processo de bombeamento do coração. A 
observação do pulso vascular é muito antiga, visto que, no sistema ancestral tradicional da medicina 
indiana e chinesa, a “qualidade do pulso” medida pelo apalpe e tato de “médicos treinados” era uma 
possível indicação do funcionamento do sistema cardiovascular. No entanto, somente em 1733 terá sido 
realizada a primeira medição da pressão arterial, efetuada pelo reverendo perpétuo de Teddington, 
Stephen Hales (1677-1761). O processo consistiu na introdução de um tubo de vidro na artéria crural 
esquerda de uma égua doente e ao soltar a ligadura da artéria observou que a força do ventrículo 
esquerdo elevava a coluna de sangue a 2,5m de altura e que, por sua vez, este oscilava de acordo com a 
sístole e a diástole, respiração e movimentos do animal. [1] [2]. 
 
Em 1896 Scipione Riva-Rocci (1863 – 1937) descreveu pela primeira vez um aparelho 
composto por duas partes, uma destinada a exercer compressão sobre a artéria e outra que permitia 
realizar a medição da pressão arterial exercida. O aparelho ficou mundialmente conhecido como o 
esfigmomanómetro de Riva – Rocci e foi considerado a evolução lógica e progressiva dos trabalhos 
iniciados por Stephen Hales [2]. O aparelho de Riva – Rocci definia de maneira inquestionável a 
medição da pressão sistólica e considerava a transição de amplas para pequenas oscilações como pressão 
diastólica, mas a deteção definitiva da pressão diastólica foi realizada em 1905 por Nicolai Korotkoff 
(1874 – 1920), que demonstrou que o pulso pode ser auscultado ao invés do apalpe durante os 
procedimentos para medição da pressão arterial, porque sob completa restrição a artéria não emite sons. 
Korotkoff sabia que o início do pulso palpável era a pressão arterial sistólica e analisou que 
possivelmente o momento do desaparecimento do som podia ser indicador do início do fluxo laminar, 
e, por conseguinte, do relaxamento da parede arterial, sendo assim, propôs que a pressão diastólica podia 
ser estimada através do desaparecimento de todos os sons. [3] [4] [5]. Mas uma breve nota histórica 
sobre a hipertensão fica incompleta, se não se fizer menção do médico Indiano/Irlandês Frederick 
Mahomed’s (1849 – 1884), que no final do século XIX descreveu pela primeira vez as condições de 
uma patologia que mais tarde passou a ser conhecida como a hipertensão essencial [6].  
 
A hipertensão nem sempre foi considerada uma doença como nos dias de hoje, e a morte do 
presidente Franklin Roosevelt quando o mesmo apresentava um registo 162/98 mmHg (miligramas de 
mercúrio) de pressão arterial aos 54 anos de idade trouxe para cima da mesa a discussão de que a 
hipertensão podia ser vista como uma doença mortal [6] [7]. Neste sentido, muitos estudos sobre esta 
temática têm sido realizados e dentre eles destaca-se o Framingham Heart Study, que foi um dos 
primeiros estudos epidemiológicos que caracterizou a prevalência da hipertensão e suas consequências 
numa coorte de 4469 indivíduos americanos. O estudo mostrou de maneira consistente que a hipertensão 
estava associada a muitos eventos cardiovasculares que depois conduziam a mortes prematuras sendo 






I.2. A Epidemiologia da Hipertensão  
 
Num estudo recente envolvendo 5,4 milhões de participantes de 199 países para análise da 
pressão arterial (entre 1980 e 2008), observou-se que em média os valores da pressão arterial (PA) têm 
diminuído de maneira geral desde 1980. A pressão arterial sistólica (PAS) tem diminuído em cerca de 
0,8mmHg por década nos homens e 1,0mmHg por década nas mulheres, mas esta tendência decrescente 
não é uniforme para todas a regiões do globo. Foi observado que em países de rendimento elevado, os 
valores médios de PA têm decrescido substancialmente, em contrapartida, nos países de médio e baixo 
rendimento a PA tem aumentado ao longo dos anos (0,8 – 1,6mmHg por década nos homens e 1,0 – 
2,7mmHg por década nas mulheres) em regiões como a Oceânia, África e Ásia. Ainda no mesmo estudo 
verifica-se que a Coreia do Sul apresenta a PA (ajustada para a idade) com o valor mais baixo para as 
mulheres (116,9mmHg), sendo que São Tomé e Príncipe apresenta o valor mais elevado para as 
mulheres (136,3mmHg). Para os homens, o país com PAS ajustada para idade mais baixa é a Papua – 
Nova Guiné (122,6mmHg), sendo que o país com valores de PAS mais elevados ajustados para a idade 
nos homens é o Níger (139,4mmHg) [10] [11]. Embora seja atribuído aos países de médio e baixo 
rendimento a maior proporção (80%) dos valores elevados de pressão arterial, em contraste com os 
países de rendimento elevado (20%), os estudos epidemiológicos de maior relevância no que diz respeito 
a prevenção e atividade terapêutica continuam a ser conduzidos em países de alto rendimento [10] [12]. 
 
I.3. A Prevalência da Hipertensão  
 
Estima-se que a prevalência mundial da hipertensão seja de mais mil milhões de indivíduos 
(aproximadamente 1,39 mil milhões), representando cerca de 31% de toda população adulta em 2010 
(figura I.1) [13]. Esta patologia é considerada a nível global um dos maiores riscos de mortalidade e 
num total de 58,8 milhões de mortes a nível mundial em 2004, a hipertensão foi responsável por 7,5 
milhões de mortes (12,8%). Em países de rendimento elevado foi responsável por 16,8% das mortes, 
em países de rendimento médio foi responsável por 17,2% e em países de rendimento baixo foi 
responsável por 7,5% das mortes. Em 2010 morreram cerca de 9,4 milhões de indivíduos por causa 
desta patologia. Aproximadamente um em cada quatro adultos é hipertenso, observando-se que cerca 
de 3,5 mil milhões de adultos apresentam valores de PAS e de pressão arterial diastólica (PAD) fora dos 
valores normais estabelecidos. Estima-se que cerca de 212 milhões de indivíduos anualmente têm a sua 
expetativa de vida útil reduzida por causa da hipertensão [11] [14] [15]. 
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Figura I. 1. Taxa de prevalência para a hipertensão a nível global entre 2000 e 2010, ajustada para a idade ( ³ 20) e para 
o sexo. Adaptado de [15]. 
 
É importante salientar que se estima que entre 2000 e 2025 a quantidade de pessoas afetadas 
por hipertensão a nível mundial irá aumentar em cerca de 30% para todas as regiões. Segundo o estudo 
PHYSA (estudo sobre a prevalência, tratamento, controle, conscientização e ingestão de sal em Portugal) 
a taxa de prevalência em Portugal para hipertensão é de cerca de 42,2% (44,4% nos indivíduos do sexo 
masculino e 42,1% nos indivíduos do sexo feminino). Verificou-se também que apenas na faixa etária 
acima dos 70 anos é que a taxa de prevalência da hipertensão na população portuguesa é maior nas 
mulheres do que nos homens [16]. 
 
I.4. A Etiologia da Hipertensão  
 
A hipertensão é uma doença multicausal, multifatorial e poligénica, caracterizada pela presença 
de níveis elevados de tensão arterial e frequentemente associada a distúrbios metabólicos e hormonais, 
com presença de hipertrofia cardíaca e elevação do tónus vascular [17] [18]. A hipertensão arterial 
primária (quando não são identificados os fatores associados à patologia) representa aproximadamente 
95% dos casos de hipertensão e a hipertensão arterial secundária (quando se identificam os fatores 
associados a patologia) representa 5% dos casos de indivíduos hipertensos [19], sendo que muitas 
diretrizes recomendam a investigação de fatores secundários para doentes hipertensos com idade inferior 
a 40 anos [20]. 
 
A hipertensão arterial é uma das causas mais comuns de doenças cardiovasculares e 
cerebrovasculares [12] [21]. Esta multiplicidade de consequências caracteriza-a como uma das maiores 
causas de redução da qualidade e expetativa de vida dos indivíduos, aumentando com o aumento da 
idade. Observa-se que os indivíduos da faixa etária abaixo dos 50 anos de idade, a (PAD) é um dos 
fatores de risco com maior preponderância, em contrapartida, em indivíduos com idade acima dos 50 
anos, a PAS torna-se mais importante uma vez que a mesma vai aumentando à medida que o indivíduo 
envelhece [11] [12].  
Prevalência da Hipertensão 
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Esta patologia é também considerada uma síndrome por estar fortemente associada a um 
agregado de distúrbios metabólicos, tais como a obesidade, aumento da  resistência à insulina, diabete 
mellitus, e dislipidemias, que juntamente com outros fatores como o excesso de consumo de sódio, o 
consumo elevado de bebidas alcoólicas, o sedentarismo, o sexo e etnia, fatores genéticos, fatores 
socioeconómicos e a idade, podem contribuir de forma significativa para o aumento da incidência da 
hipertensão e outras doenças cardiovasculares, bem como estarem na base do desenvolvimento das 
mesmas [18] [22]. 
 
I.5. A Fisiopatologia da Hipertensão  
 
A regulação e controle da pressão arterial é um dos processos fisiológicos mais complexos do 
organismo, que depende das ações coordenadas e integradas dos sistemas cardiovasculares, renal, neural 
e endócrino [21], observando-se que a elevação da resistência periférica é tida como um dos principais 
fatores que contribuem para o aumento da pressão arterial, isto porque, a medida da pressão arterial é 
determinada pelo produto do batimento/débito cardíaco (frequência cardíaca e ejeção ventricular 
esquerda) e da resistência vascular periférica (explicada pela resistência das arteríolas, relacionada com 
o diâmetro do lúmen) [21]. Uma vez que a resistência das arteríolas está intrinsecamente relacionada 
com o seu calibre, a redução deste calibre é determinada pela combinação, em grau variado, de fatores 
estruturais e fatores funcionais. Observando-se que os principais fatores envolvidos no controle da 
pressão arterial sanguínea são regidos pela lei de Poiseuille – Hagen (figura I.2) [23] [24]. 
 
 
Figura I. 2. Fatores/mecanismos que alteram o calibre das arteríolas e consequentemente conduzem aos valores elevados 
de pressão arterial. PA (Pressão Arterial); DC (Batimento/débito Cardíaco); RP (Resistência Vascular Periférica). Adaptado 
de [24]. 
 
Assim, alterações do batimento/débito cardíaco (DC) e na resistência vascular periférica (RP), 
poderão conduzir ao desenvolvimento da hipertensão, verificando-se que apesar de existirem vários 
fatores envolvidos na regulação da PA, os principais mecanismos/eixos envolvem o sódio, a renina, a 
tonina, a calicréina, as prostaglandinas e o mecanismo/sistema adrenérgico, havendo inter-relação entre 
estes vários sistemas/mecanismos [24]. 
 
Salientando que o sistema renina - angiotensina - aldosterona desempenha um papel notório 
porque participa dos mecanismos fisiopatológicos que envolvem a remodelação vascular das artérias 
envolvidas na génese da hipertensão, uma vez que a angiotensina II é um péptido multifatorial com 
várias ações pleiotrópicas. Assim o sistema renina - angiotensina - aldosterona consegue elevar os 
valores da pressão arterial por intermédio de cinco mecanismos: 
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1. Contração direta da célula muscular lisa; 
 
2. Estimulação dos centros vasomotores; 
 
3. Aumento da secreção de catecolaminas; 
 
4. Estimulação do sistema nervoso central promovendo uma maior sensação de sede; 
 
5. Estimulação da secreção de aldosterona; 
 
Na via clássica do sistema renina - angiotensina - aldosterona (SRAA), o angiotensinogénio é 
clivado pela enzima renina dando origem a angiotensina I (Ang I) que, por sua vez, sofre a ação da 
enzima da conversora da angiotensina (ECA) originando a angiontensina II (Ang II). Uma vez ativada, 
a Ang II estimula os recetores angiotensinogénicos do tipo 1 e tipo 2 (AT1 e AT2), o que conduz a 
ativação da enzima NADPH oxidase na sua forma reduzida e outras oxidases na parede das células 
endoteliais [23] [24]. 
 
I.6. Diagnóstico da Hipertensão  
 
I.6.1. Definição e Classificação da Hipertensão 
 
Na população em geral, os valores das pressões arteriais sistólicas e diastólicas têm uma 
distribuição unimodal, contudo, na prática diária, os valores de corte da pressão arterial são 
universalmente utilizados, tanto para simplificar o método de diagnóstico, como também para facilitar 
a decisão sobre o tratamento [48]. Deste modo, a classificação recomendada pela sociedade portuguesa 
de hipertensão (SPH) com base nas guidelines de 2013 da sociedade europeia para hipertensão e da 
sociedade europeia de cardiologia (ESH/ESC), não foi alterada e é idêntica às guidelines de 2003 e 2007 
(figura I.3) [25] [26].  
 
 
Figura I. 3. Definições e classificações dos níveis de pressão arterial no consultório (mmHg). A categoria da pressão arterial 
(PA) é definida pelo nível mais elevado de (PA), sistólica ou diastólica. A hipertensão sistólica isolada deve ser classificada de 
grau 1, 2 ou 3, de acordo com os valores da PAS nos intervalos indicados. Adaptado de [25]. 
A hipertensão é definida pelos valores > 140mmHg de pressão arterial sistólica e/ou > 90mmHg 
de pressão arterial diastólica, tendo como base evidencias que, em pacientes com estes valores de 
pressão arterial, foi demonstrado que a redução da pressão arterial induzida pelo tratamento é benéfica. 
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Esta mesma classificação é adotada para indivíduos jovens, de meia-idade e idosos, enquanto critérios 
diferentes que têm por bases percentis, são adotados para crianças e adolescentes, uma vez que para 
estes até à altura da publicação destas diretrizes não existiam dados disponíveis de estudos de 
intervenção [27] [28]. 
 
I.6.2. Medição da Pressão Arterial 
 
A medida indireta da pressão arterial é o método de escolha para o diagnóstico da hipertensão 
arterial e geralmente os valores obtidos contribuem para decisão terapêutica [29]. Na prática clínica, o 
diagnóstico é realizado utilizando-se o esfigmomanómetro (de mercúrio ou semiautomáticos) com 
recursos a métodos auscultatórios (com o estetoscópio), oscilométricos ou aparelhos eletrónicos quando 
devidamente validados [19] [25].  
 
Quando há necessidade de uma maior precisão é utilizada a monotorização ambulatória da 
pressão arterial (MAPA). A MAPA é um método que permite o registo indireto e intermitente da pressão 
arterial durante 24 horas, enquanto o paciente realiza suas atividades habituais fora do consultório ou 
ambiente hospitalar, o que representa uma avaliação mais fidedigna da pressão arterial real do que a 
pressão arterial medida no consultório, uma vez que a PA obtida no consultório é geralmente mais 
elevada do que a PA ambulatória ou em casa e a diferença aumenta à medida que a PA do consultório 
aumenta. Assim, valores de corte são estabelecidos para definição da hipertensão em casa e para a 
pressão arterial ambulatória. [30] [31] [32]. Deste modo, para a avaliação inicial de um paciente que se 
suspeita que seja hipertenso, deve-se confirmar o diagnóstico correto da hipertensão, detetar causas de 
hipertensão secundária, avaliar o risco cardiovascular, lesões nos órgãos afetados e doenças clínicas 
concomitantes, sendo que para tal é fundamental para além da análise dos valores medidos da PA, 
investigar-se o historial clínico, bem como o familiar, exames físicos, investigações laboratoriais e 




Para a prevenção da hipertensão dever-se-á adotar medidas que integram hábitos de vida 
saudáveis. As recomendações não-farmacológicas que estão atualmente em vigor para o controle da 
pressão arterial alta constam nas guidelines dos Estados Unidos da América (EUA), Reino Unido (RU) 
e Europa [14] [34] [35]. Outra componente do tratamento é a componente farmacológica sendo que 
muitas guidelines incluindo as da ESH/ESC, recomendam a utilização de anti-hipertensivos em 
pacientes com hipertensão de grau 1 (figura I.4), mesmo na ausência de outros fatores de risco ou lesões 
em órgãos-alvo (LOA), desde que a mudança de hábitos de vida (tratamento não-farmacológico) não se 




Figura I. 4. Recomendações para o início de mudanças no estilo de vida e tratamento anti-hipertensivo. CV 
(Cardiovascular); DCV (Doença Cardiovascular); DRC (Doença Renal Crónica); FR (Fator de Risco); HTA (Hipertensos); 
LOA (Lesões em Órgãos-alvo); PA (Pressão Arterial); PAD (Pressão Arterial Diastólica); PAS (Pressão Arterial Sistólica). 
*Na linha da PA normal alta, o tratamento com medicamentos deve ser considerado na presença de uma elevada PA fora do 
consultório (hipertensão mascarada). Adaptado de [25]. 
 
Os fármacos podem ser diuréticos, inibidores adrenérgicos, betabloqueadores, vasodilatadores 
arteriais diretos, bloqueadores dos canais de cálcio e antagonistas da angiotensina II [14] [19]. 
 
I.8. Fatores Genéticos Associados à Hipertensão Arterial 
 
I.8.1. Óxido Nítrico  
 
O óxido nítrico (NO) é um gás inorgânico e incolor. Por apresentar na sua estrutura um eletrão 
desemparelhado, torna-se um agente químico com uma reatividade muito elevada, tendo sido até 
meados dos anos 80 apenas considerado um poluente ambiental com potencial carcinogénico. 
Atualmente é uma das mais versáteis moléculas conhecidas, produzidas pelo organismo, sendo 
considerado um dos maiores reguladores do sistema cardiovascular, atuando como mediador em muitas 
reações biológicas. As funções do NO são diversas, dada a quantidade de processos biológicos em que 
está envolvido, sendo nos últimos anos alvo de diversos estudos. De entre as suas ações destaca-se o 
papel de vasodilatador, o de controlo da adesão dos elementos sanguíneos ao endotélio, diminuindo a 
permeabilidade vascular, uma vez que as células endoteliais desempenham um relevante papel no 
controlo do tónus ou da tonicidade cardiovascular, regulando a vasomotricidade, a permeabilidade 
vascular, o metabolismo de substâncias endógenas e exógenas, a atividade plaquetária e leucocitária. 
Entretanto, a sua quantificação, in vivo, é difícil devido à sua curta meia-vida (4 a 6 segundos no plasma 
e 10 a 60 segundos nos tecidos), isto porque rapidamente oxida em nitrito e nitrato [36] [37] [38]. 
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No final da década de 80, o interesse pelas funções fisiológicas do NO aumentou e as primeiras 
linhas de investigação sobre esta molécula tiveram origem nos trabalhos de Furchgott e Zawadzki [39] 
que propuseram que o relaxamento do músculo liso da aorta era secundário à libertação de uma 
substância vasodilatadora pelo endotélio. Estes autores chegaram à conclusão de que os vasos só 
relaxavam se estivessem íntegros, pois eram as próprias células endoteliais que produziam uma 
substância vasodilatadora, conhecida como fator de relaxamento derivado do endotélio (EDRF), 
verificando-se que a acetilcolina promovia o relaxamento dos vasos somente na presença do EDRF, 
através da interação com os recetores muscarínicos da célula endotelial. Posteriormente estes dois 
autores descobriram que se tratava do NO, o que foi comprovado por outros estudos realizados na 
mesma época. [40] [41] [42].  
 
I.8.1.1. Biossíntese do Óxido Nítrico 
 
No organismo o NO é sintetizado a partir do aminoácido L-arginina (substrato), por uma família 
de enzimas (isoladas, purificadas e identificadas em 1990), as nitric oxide synthases (NOS, Sintases do 
óxido nítrico) que convertem a L-arginina em NO e L-citrulina, necessitando da presença de dois co-
substratos, o oxigénio e a nicotinamida adenina dinucleótido fosfato reduzida (NADPH, dadora de 
eletrões) e cofatores como flavina adenina dinucleótido (FAD), a flavina mononucleótido (FMN) e a 
tetrahidrobiopterina (BH4), figura I.5 [43] [44] [45]. 
 
 
Figura I. 5. Ilustração do mecanismo de síntese do óxido nítrico no organismo, através da conversão da L-arginina em 
NO e L-citrulina na presença da NADH, FAD, FMN e BH4. Adaptado de [38]. 
 
Existem três isoformas distintas da NOS (nomeadas tendo por base os tecidos nos quais foram 
primeiramente clonadas e caracterizadas), que são codificadas por três diferentes genes que se localizam 
em cromossomas distintos (respetivamente 12, 17 e 7). Estas isoformas são classificadas como: isoforma 
I ou neuronal (nNOS ou NOS1), isoforma II ou induzível (iNOS ou NOS2) e isoforma III ou endotelial 
(eNOS ou NOS3). Também são agrupadas em duas categorias, a NOS induzível (iNOS) e a NOS 
constitutiva (c-NOS). Esta última é constituída pela nNOS e eNOS. Todas as isoformas apresentam uma 
estrutura com dois domínios, redutor e oxidante e com locais de ligação para o grupo heme, BH4, FAD, 
FMN, NADPH e para a CaM (calmodulina) que se liga a L-arginina [46] [47] [48] [49] [50]. 
 
A nNOS é estimulada por N-metil-D-aspartato, insulina e trombina. É dependente do complexo 
cálcio-calmodulina. A iNOS é independente do complexo cálcio-calmodulina, não é habitualmente 








inflamatórios. A eNOS é a isoforma mais predominante, sendo responsável pela biossíntese e secreção 
continua do NO na microcirculação, uma vez que, as células endoteliais a expressam constitutivamente. 
É estimulada por diversos fatores (acetilcolina, adenosina difosfato, trombina, fator de crescimento 
endotelial, alterações de forças no fluxo sanguíneo, etc.). A sua atividade é controlada pela concentração 
de cálcio livre intracelular e também pelo complexo cálcio-calmodulina [49] [50]. As isoformas 
constitutivas libertam pequenas quantidades (na ordem de nano ou picomoles) de NO em picos de curta 
duração. Em contraste, a isoforma induzível, após ser sintetizada, origina grandes e sustentadas 
quantidade (nanomoles) de NO [46] [51] [52]. 
 
I.8.1.2. Mecanismo de Ativação/Ação da Sintase Endotelial do Óxido Nítrico (eNOS) 
 
 O papel do óxido nítrico na regulação do tónus vascular e da função plaquetária é atribuído à 
atividade da eNOS. A eNOS apresenta o mecanismo mais elaborado/complexo entre as três isoformas, 
o que reflete a complexidade do controlo fisiológico e regulação dos diferentes processos vasculares. A 
ativação da NOS e a consequente síntese pelas células endoteliais (eNOS) ocorre a partir de estímulos 
que podem ser químicos, provenientes da interação de compostos endógenos/exógenos com recetores 
específicos presentes nas células endoteliais (agonistas) ou por estímulos mecânicos provenientes da 
força que o sangue exerce ao nível da parede das artérias, denominada de força de cisalhamento do 
sangue (shear stress). A interação do agonista com o recetor, ou o shear stress na célula endotelial, 
promove a formação do inositol trifosfato (IP3) a partir do fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2) e o 
diacilglicerol (DAG), o que induz a libertação de iões de cálcio do retículo endoplasmático, elevando 
os níveis de cálcio intracelular, formando desta forma, o complexo cálcio-calmodulina, o que conduz a 
fosforilação e ativação das enzimas NOS que irão atuar na L-arginina, levando a produção de NO pelo 
endotélio [41] [42] [45] [53].  
 
Uma vez produzido o NO difunde-se rapidamente da célula endotelial para a musculatura lisa 
do vaso sanguíneo, isto porque, para além do pequeno tamanho e natureza lipofílica do NO, a eNOS 
encontra-se a nível da membrana da célula endotelial, o que promove a presença do NO próximo ao 
músculo da vasculatura e as células sanguíneas circulantes, permitindo uma maior e mais eficaz difusão 
para célula muscular ou para o lúmen vascular, sem a necessidade de canais ou de transportadores 
específicos. Ao nível da musculatura o NO interage com o ferro do grupo heme da enzima guanilato 
ciclase solúvel (GCs), tornando-a ativa (GCa) o que leva a formação da guanosina monofosfato cíclico 
(GMPc) intracelular, a partir da guanosina trifosfato (GTP). A formação da GMPc leva a ativação de 
uma proteína da família das cinases G (acoplada a fosfolipase C), o que promove uma cascata de 
respostas que culmina com a diminuição da entrada de cálcio na célula e aumento da captura de cálcio 
ao nível do retículo endoplasmático -  através de canais de cálcio tipo L (dependentes da voltagem) - 
promovendo assim a vasodilatação nas células musculares, isto porque a musculatura lisa não possui 
troponina (proteína reguladora existente na musculatura esquelética) que é ativada pelo iões de cálcio 
para promover a contração muscular, desta forma, a contração muscular ocorre por ação/combinação 
entre o cálcio e a calmodulina. Esta combinação ativa uma enzima fosforilativa (a miosina quinase), que 
tem por função fosforilar as cadeias leves de miosina, adquirindo capacidade de se fixar aos filamentos 
de actina e realizar a contração muscular. Neste sentido, a diminuição da concentração de cálcio impede 
a formação do complexo cálcio-calmodulina o que promove o relaxamento da musculatura lisa e a 
consequente vasodilatação (Figura I.6A) [41] [42] [45] [53]. 
 
O mecanismo pelo qual o NO é removido da GC após a vasodilatação ainda é desconhecido, 
mas sabe-se que a produção de GMPc é interrompida segundos após a remoção do NO da enzima 
guanilato ciclase. Atualmente pensa-se que o motivo Serina-prolina (Ser/Thr-Pro) também possa estar 
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envolvido no mecanismo que regula a produção de NO pela eNOS através da interação com a proteína 
Pin1 [40] [51] [54]. Para além do aumento da concentração citoplasmática de cálcio e a fosforilação do 
aminoácido Serina na posição 1177, acredita-se que a eNOS pode também ser ativada pela via 
esfingolipídica [54]. 
 
I.8.1.3. Óxido Nítrico e a Disfunção Endotelial 
 
Para além do NO são numerosas as moléculas que são sintetizadas ao nível do endotélio (células 
de adesão vascular, VEGF, TGF-b, t-PA) indicando uma multiplicidade funcional. O endotélio modula 
ativamente a manutenção da homeostase vascular, exercendo importante influência autócrina, parácrina 
e endógena, atuando localmente em células musculares lisas, plaquetas e leucócitos [51] [55] [56]. Neste 
contexto, a perda da integridade endotelial é um dos critérios para considerar uma placa vulnerável, isto 
porque desarranjos no metabolismo ou nos processos regulatórios do endotélio são associados a 
fisiopatologia de diversas doenças cardiovasculares. Tendo se verificado que, nas situações em que 
ocorre diminuição da expressão de eNOS e consequentemente diminuição dos níveis basais de NO, 
levando a formação do peroxinitrito (ONOO-, figura I.6), instala-se um fenómeno que conduz a perda 
de integridade do endotélio (disfunção endotelial, figura I.6B). Este fenómeno promove uma maior 
produção de substâncias vasconstritoras (como a agiotensina II, catecolaminas, tromboxanos, 
leucotrienos, endotelina) e consequentemente elevação da pressão arterial, o que intensifica as forças de 
cisalhamento do sangue. Quando este processo afeta os vasos pulmonares, ocorre uma série de 




Figura I. 6. Disfunção endotelial e a sinalização do óxido nítrico vascular. Adaptado de [58]. 
B - Disfunção endotelial A - Vaso íntegro 
Stresse Oxidativo 
eNOS Desemparelhamento 





L-arginina L-arginina L-citrulina L-citrulina 
sGC Fe3+ heme 
(oxidado) 
sGC Fe2+ heme 
(reduzido) 
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I.8.1.4. Stress Oxidativo e a Biodisponibilidade do Óxido Nítrico 
 
A redução dos níveis basais de NO está geralmente associado aos diversos fatores de risco que 
estão na base do desenvolvimento das doenças cardiovasculares como a hipertensão [93]. No entanto, 
inúmeros estudos demonstram que uma exposição elevada de ROS, resultante do desequilíbrio do estado 
redox (redução-oxidação) celular, desencadeia um processo comumente conhecido como stresse 
oxidativo (presença em excesso de agentes oxidantes), que é considerado um dos principais, senão o 
principal mecanismo de redução da biodisponibilidade do NO. Isto porque para além de serem 
biomoléculas altamente reativas, possuem uma elevada afinidade para a molécula de NO inativando-o 
rapidamente. Desta forma o cofator BH4 (dependente do sistema redox) desempenha um papel 
fundamental na regulação da atividade da eNOS, promovendo e estabilizando a estrutura em forma de 
dímero da eNOS, bem como, a ligação da L-arginina ao seu grupo heme catalítico. Quando a 
disponibilidade deste cofator está limitada a sua forma oxidada (dihidrobiopterina, BH2), há um 
desemparelhamento da eNOS e dos eletrões do NADPH na L-arginina oxidada, o que promove o 
surgimento de ROS em vez de NO, e consequentemente diminuição da quantidade de NO disponível. É 
importante salientar que a oxidação de lipoproteínas de baixa densidade (LDL-ox), ao nível do endotélio, 
induzem também a formação do peroxinitrito por processos que levam a oxidação da BH4 para BH2 [15] 
[41] [42] [58]. 
 
O impedimento da formação do peroxinitrito que conduzirá a diminuição da incidência de 
qualquer disfunção endotelial pode ser alcançada através do aumento de antioxidantes, que podem ser 
químicos (glutationa, vitaminas C e os b-carotenos) e enzimáticos (superóxido dismutase). Diversos 
estudos apontam o uso desta enzima (superóxido dismutase) como promissora para combate da 
disfunção endotelial induzida pelo aumento de ROS, isto porque, esta enzima apresenta também uma 
alta afinidade com os radicais livres de oxigénio e a reação entre estes dois compostos impediria a 
formação do peroxinitrito (levando ao aumento da biodisponibilidade do NO) 15] [41] [42] [58]. Desta 
forma, o aumento da atividade da superóxido dismutase não apenas contribui com o aumento da 
biodisponibilidade do NO (permitindo a vasodilatação e relaxamento do músculo) como também para 
o aumento do estímulo para a síntese do NO, fomentando conjuntamente com outros processos e 
estratégias terapêuticas, uma maior diminuição da incidência de indivíduos hipertensivos. Neste sentido, 
vários estudos mostram que a atividade física desempenha um papel importante no controle 
cardiovascular por ser um dos principais estímulos para o aumento da atividade do superóxido dismutase 
através do shear stress [41] [42] [58] [60]. 
 
I.8.1.5. Óxido Nítrico e a Vasoproteção 
 
Grande parte da atividade da eNOS no sistema circulatório, é exercida ao longo das artérias, 
veias e capilares do miocárdio. Uma vez que em situações de perda da integridade do endotélio, as 
células endoteliais promovem a vasoconstrição e a proliferação de células musculares lisas, através de 
substâncias vasoconstritoras (tromboxano, endotelina-1), o NO resultante da eNOS parece ter um papel 
crucial na proteção dos vasos sanguíneos. Este irá atuar ao nível das células musculares ou no lúmen 
vascular, sendo esta ação associada a manutenção da tonicidade vascular, regulação da pressão 
sanguínea, prevenção da agregação plaquetária, inibição da adesão de monócitos e neutrófilos ao 
endotélio vascular, efeito antiproliferativo e efeito antioxidativo [21] [40] [46] [61]. 
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I.8.1.6. O Gene da Sintase do Óxido Nítrico Endotelial e suas Variantes 
 
O gene NOS3 é responsável pela síntese do óxido nítrico endotelial (eNOS) e está localizado no 
cromossoma 7q35-7q36 com um comprimento genómico de 4,4kb. É constituído por 25 intrões e 26 
exões que codificam para uma proteína contendo 1203 aminoácidos, com um peso molecular de 135kDa 
[62]. Desde que foi sequenciado pela primeira vez em 1990, muitas variantes deste gene (figura I.7) têm 
sido descritas/identificadas (na região promotora, em exões e intrões) e avaliadas quanto ao grau de 
associação a diferentes perturbações cardiovasculares. Alguns estudos têm associado a presença de 
polimorfismos (single nucleotide polymorphism, variable number of tandem repeats, etc.) neste gene 
com a génese da hipertensão arterial. Entre estes polimorfismos, alguns têm suscitado um maior enfoque, 
como o polimorfismo do intrão 4 caracterizado por um número variável de repetições em tandem 
(VNTR) [63] [64] [65] [66].  
 
 
Figura I. 7. Representação esquemática das diferentes variantes alélicas do gene NOS3. Adaptado de [102]. 
 
No entanto, o SNP localizado no exão 7 do gene NOS3 (rs179983), caracterizado por uma 
substituição de uma guanina (G) por uma timina (T) levando a formação do ácido aspártico (alelo mais 
raro) em vez do ácido glutâmico (alelo mais comum) no aminoácido 298 da sequência proteica (variante 
Glu298Asp) e o SNP (rs2070744) localizado na região promotora do gene levando a substituição de 
uma timina (T) para uma citosina (C), têm sido muito analisados em estudos associados a hipertensão, 
pois têm como consequência, respetivamente, a diminuição da disponibilidade de NO através da redução 
da atividade transcricional (rs2070744) e interferência na ligação da eNOS à caveolina (rs179983) [62] 
[63] [64] [65]. 
 
I.8.1.7. Polimorfismos do Intrão 4 (VNTR) do Gene NOS3 
 
Para o intrão 4 do gene NOS3 foram identificados (inicialmente) dois alelos: o maior alelo (4b, 
o mais frequente), consiste em cinco repetições em tandem - da sequência 
GAAGTCTAGACCTGCTGC(A/G)GGGGTGAG - sendo que as três primeiras repetições apresentam 
uma adenina e as duas últimas apresentam uma guanina na posição 19 da repetição (A/G). O menor 
alelo (4a, o menos frequente) - consiste em apenas quatro repetições em tandem, apresentando nas duas 
primeiras repetições uma adenina e nas últimas duas uma guanina [62] [63] [64].  
 
O alelo 4a é associado a baixos níveis de nitrito/nitrato plasmáticos, sendo que indivíduos 
homozigóticos para esse alelo exibem uma redução de 20% na concentração dos compostos do NO 
quando comparados com indivíduos com genótipos 4b/4b, assim como a diminuição na expressão 
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proteica da eNOS [67]. Posteriormente, outras variantes polimórficas do intrão 4 foram descritas como 
a 4c e 4d (respetivamente com 6 e 7 repetições), mas apresentado uma frequência muito baixa [68]. 
 
I.8.2. Glicose-6-fosfato-desidrogenase (G6PD) 
 
A G6PD é uma enzima citoplasmática, existente em todas as células do organismo humano, mas 
apesar desta ampla distribuição é no metabolismo das hemácias que esta enzima apresenta uma função 
primordial. É responsável pela catálise da primeira etapa da via metabólica da hexose-monofosfato- que 
irá atuar no primeiro passo do ciclo das hexoses, participando na produção de NADPH. Esta via é 
responsável pelo catabolismo de apenas 10% do total de glicose consumida pelas hemácias, o que torna 
evidente não ser esta a via essencial no catabolismo da glicose como forma de obtenção de energia. [69] 
[70] [71]. Deste modo, o seu papel fundamental é a formação de NADPH, molécula que para além de 
ser um dador de eletrões de excelência para a biossíntese de diferentes processos, é essencial para a 
proteção das hemácias contra a ação de agentes oxidantes de origem endógena (peróxidos orgânicos, 
resultantes da formação da metahemoglobina) e exógena (fármacos, alimentos, elementos atmosféricos). 
Mantendo-se assim a integridade, estabilidade e viabilidade das hemácias e de outras proteínas celulares 
[72] [73]. 
 
A G6PD é desta forma, uma enzima housekeeping importante para a manutenção da estrutura 
tridimensional das proteínas da membrana das hemácias, sendo um dos processos biológicos para o 
controle da oxidação celular. Como já referido, a atividade enzimática da G6PD origina o NADPH, o 
qual, por sua vez, está estreitamente relacionado com o metabolismo da glutationa, mantendo esta no 
seu estado reduzido (GSH) o que permitirá restaurar a hemoglobina para a sua forma solúvel. O NADPH 
formado irá atuar no ciclo da glutationa, uma vez que, a eliminação do peróxido de hidrogénio para 
molécula de água é efetivada pelo glutationa peroxidase (GSHP): uma molécula de glutationa (GSH) é 
oxidada para GSSG (dissulfeto de glutationa), por cada molécula de peróxido de hidrogénio eliminada. 
Assim, a glutationa só pode desempenhar o seu papel funcional se for continuamente regenerado (de 
GSSG para GSH). Esta regeneração apenas pode ser efetuada nas hemácias, pela glutationa redutase 
(GSSGR), através do NADPH, sendo originado pela redução do NADP, por ação da G6PD e do Shunt 
de hexoses-monofosfato [69] [74] [75]. 
 
A glutationa é um fator chave em todas as células do organismo para a preservação dos grupos 
sulfildril de numerosas proteínas e para preservação das células em geral contra os danos oxidativos. 
Esta função é particularmente pertinente ao nível das hemácias dada a ação oxidativa dos radicais livres 
de oxigénio, produzidos em grandes quantidades nestas células [71]. 
 
I.8.2.1. Atividade Reduzida da Molécula de Glicose-6-fosfato-desidrogenase  
 
A deficiente ou reduzida atividade da G6PD é provavelmente a patologia enzimática 
clinicamente significativa mais frequente a nível mundial, estimando-se que existem mais de 400 
milhões de pessoas afetadas por esta enzimopatia. A atividade reduzida desta enzima pode ocorrer por 
deleções ou mutações [73] [76]. De acordo a variante alélica da G6PD, podemos ter uma variação entre 
os 10 e 60% da atividade normal da enzima. A prevalência em Portugal é baixa, calculando-se ser de 
0,51% [69]. As frequências mais elevadas são detetadas em África, na Asia, na região do Mediterrâneo, 
no Médio Oriente, bem como, no Norte e Sul da América e nos países do Nordeste da Europa devido as 
recentes migrações, mas observa-se que os valores de prevalência mais elevados surgem em regiões que 
são ou foram endémicas para a malária, uma vez que estudos mostram que há uma vantagem seletiva 
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heterozigótica por conferir proteção a esta patologia. Mais 370 variantes da G6PD foram descritas, tendo 
como base a caracterização bioquímica, mas atualmente e através do uso de técnicas moleculares, 
aproximadamente mais de 140 mutações diferentes para a G6PD foram identificadas, sugerindo uma 
heterogeneidade genética [70] [74] [77] [78]. 
 
A necessidade da atividade normal da G6PD ao nível das hemácias para assegurar níveis 
suficientes de NADPH e glutationa reduzida fica provado pelo facto de indivíduos portadores de 
variantes com atividade reduzida sofrerem de episódios de hemólise intravascular (de intensidade 
variável) por ação de fármacos (anti-maláricos, sulfonamidas e sulfonas, nitrofuranos, acetanilida, 
aspirina) de alimentos (leguminosa Vicia faba, enlatados enriquecidos com nitritos) e por fatores do 
meio ambiente (nitritos voláteis, naftalina, azul de toluidina, etc.). Isto porque as hemácias que possuem 
moléculas da G6PD com atividade reduzida,  nelas há uma diminuição do potencial redutor por 
diminuição da redução do NADP em NADPH, o que interfere com a capacidade metabólica oxidativa 
das hemácias (não conseguindo eliminar o peroxido de hidrogénio formado e as ROS), tornando-se 
desta forma vulnerável a hemólise por não proteger os grupos sulfidrilos da hemoglobina, o que 
possibilita a formação de corpúsculos de Heinz, e crises hemolíticas [73] [74] [79]. 
 
I.8.2.2 Estrutura Genética da G6PD 
 
O gene determinante da G6PD (Gd) está localizado na região telomérica do braço longo do 
cromossoma X (banda Xq28), figura I.8. O gene foi clonado em 1986 e consiste em 13 exões e 12 intrões 
abrangido cerca de 20kb no total. A estrutura cristalina da G6PD nos seres humanos consiste num 
monómero de 515 aminoácidos com um peso molecular de 59kDa, tendo sido publicado em 1992 um 
modelo tridimensional da estrutura desta enzima. Na sua forma enzimaticamente ativa a G6PD é um 
dímero ou tetrâmero de uma só unidade polipeptídica, num equilíbrio dependente do pH. Cada 
monómero está constituído por dois domínios:  um primeiro domínio N-terminal (aminoácidos 27-200) 
com um local de ligação dinucleótido b-a-b (aminoácidos 38-44) e um segundo e maior domínio (b+a) 
que consiste numa folha beta antiparalela de nove cadeias polipeptídicas. Os dois domínios apresentam-
se ligados por uma hélice a, que contém um resíduo peptídico de 8 aminoácidos (que tem sido 
conservado ao longo do processo evolutivo) funcionando como local de ligação do substrato 
(aminoácidos 198-206). Para o normal funcionamento da G6PD é necessário a estabilização da ativa 
estrutura quaternária da proteína e tal é conseguido através dos locais de ligação para o NADP e G6P, 
isto porque, a G6PD possui um local de ligação alostérico para o NADP que funciona para manter a 




Figura I. 8. Localização do gene da G6PD. Adaptado de [70]. 
 
A localização do gene Gd tem duas consequências importantes, uma vez que as mutações do 
gene Gd mostram um comportamento típico da herança ligada ao sexo e como resultado da inativação 
do cromossoma X, as mulheres heterozigóticas (para dois alelos) exibem mosaicismo somático, ou seja, 
se um dos alelos apresenta atividade enzimática reduzida, existirão células Gd+ e células Gd- (as 
primeiras com atividade enzimática normal e as últimas com atividade enzimática reduzida). Os homens 
podem ser hemizigóticos normais (Gd+) ou hemizigóticos deficientes (Gd-), e em relação as mulheres, 
elas podem ser normais (Gd+/Gd+), deficientes homozigóticas (Gd-/Gd-) ou deficientes heterozigóticas 
(Gd+/Gd-) [69]. 
 
I.8.2.3. Variantes Alélicas da G6PD 
 
As diversas mutações no gene Gd (afetando a sequência codificante), resultam em diferentes 
variantes proteicas com níveis de atividade enzimática variáveis associados a um largo gradiente de 
fenótipos bioquímicos e clínicos. Verifica-se que a maior parte das mutações geram substituições de 
aminoácidos. As variantes mais frequentes são as Mediterrânicas (forma grave), Africanas A- (A menos, 
forma moderada), Mahidol (forma moderada) e Canton (forma grave no sudeste asiático). Neste gene, 
a variante B corresponde ao alelo normal. Estudos mostram que a variante A- é mais prevalente em 
África por estar associada a redução do risco de contrair uma forma mais severa de malaria, 46% para 
os homens e 58% para as mulheres [69] [70] [74]. 
 
A organização Mundial da Saúde (OMS) classificou as diferentes variantes da G6PD (em cinco 
classes, I a V) de acordo com a atividade enzimática e a severidade da hemólise. A classe IV e a classe 
V não têm significado clínico [82]. 
 
A variante A+ (mutação 376 A > G no exão 5, rs1050829), é uma variante polimórfica (Classe 
IV), apresentando uma atividade normal ou medianamente reduzida (cerca de 85 % da atividade normal) 
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I.8.2.4 G6PD, Óxido Nítrico e a Hipertensão 
 
Enzimas da G6PD com atividade reduzida diminuem a capacidade antioxidativa miocardial, 
sendo que estudos mostram que isto poderá exacerbar os efeitos adversos provocados pelo stress 
oxidativo agudo. Foi observado num estudo, que em ratos selvagens com lesões isquémicas-reperfusão 
agudas, havia um aumento da atividade da G6PD, enquanto que ratos que apresentavam enzimas com 
atividade reduzida da G6PD e consequentemente com capacidade antioxidante miocardial reduzida, o 
miocárdio não conseguia de maneira eficiente compensar o aumento do stress oxidativo observado pela 
diminuição do rácio GSH/GSSG ao nível do coração. Foi verificado que apenas recorrendo a um 
tratamento antioxidativo e não através de suplementação com ribose, foi possível contrariar os efeitos 
adversos provocados pela stress oxidativo agudo, o que permitiu demonstrar que o problema estava 
relacionado com os mecanismos de defesa antioxidantes e não com a deficiência em ribose. Deste modo, 
moléculas da G6PD que apresentem atividade reduzida - aumentam a sensibilidade do miocárdio para 
ROS, o que conduz a uma exacerbação da disfunção contráctil na região do dano oxidativo [72] [77] 
[84] [85] [86] [87]. 
 
Neste contexto, o efeito pro e antioxidante da G6PD desempenha um papel importante na 
reatividade vascular e no equilíbrio vascular homeostático-redox, isto porque, para a síntese do NO é 
necessário NADPH como cofator, e a principal fonte do NADPH nas hemácias é a via das pentoses 
fosfato, cujo passo limitante é catalisado pela G6PD, consequentemente, mudanças na atividade desta 
enzima afetam a produção de NADPH, o que leva a diminuição da produção do NO. Para além do 
NADPH atuar como cofator para síntese do NO, também fornece poder redutor para eliminação de 
radicais hidroxilo que inativam o NO, ou seja, ao nível do endotélio vascular, moléculas da G6PD com 
atividade enzimática reduzida aumentam o stress oxidativo, o que reduz a biodisponibilidade do NO. 
Tanto estudos ex-vivo (ao nível de células da artéria coronária endotelial de seres humanos) como 
estudos in vivo (ratinhos) foi possível observar que esta redução ocorre por diminuição do rácio 
GSH/GSSG, provocado pelo aumento do stress oxidativo. Sendo que o possível mecanismo que 
relaciona a G6PD e a hipertensão esteja relacionado com o facto de que deficiências na atividade desta 
enzima devido a mutações, conduzam a redução da biodisponibilidade de NO o que poderá conduzir a 
disfunção vascular endotelial e consequentemente a hipertensão [72] [77] [84] [85] [86] [87]. 
 
I.8.3. Alfa-Globina e Alfa-Talassémia  
 
I.8.3.1. A Hemoglobina e a sua Estrutura 
 
A Hb é uma proteína tetramérica com cerca de 64000 Daltons, formada por dois pares de cadeia 
globínicas, duas do tipo a e duas do tipo β, sendo que cada uma está associada a um grupo heme, que 
consiste num anel tetrapirrólico (C4H4NH) de protoporfirina IX, contendo um átomo de ferro central no 
estado reduzido (Fe2+). A este liga-se de forma reversível à molécula de oxigénio que é assim 
transportada dos pulmões aos tecidos. As cadeias a são constituídas por 141 aminoácidos e as cadeias 
do tipo β por 146. Observa-se que certos aminoácidos das globinas se encontram em zonas da molécula 
com particular importância, contribuindo desta forma decisivamente para a sua estabilidade e 
funcionalidade [88] [89] [90] [91]. 
 
Os genes das globinas humanas encontram-se localizados em dois agrupamentos génicos 
(clusters) presentes em cromossomas diferentes, sendo que, orientados da extremidade 5’ para 
extremidade 3’ temos as globinas do tipo a situadas próximas à extremidade do braço curto do 
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cromossoma 16 (16p13.3) e as do tipo b encontram-se numa região de aproximadamente 70kb (kilo-
bases) no braço curto do cromossoma 11. Todos os genes globínicos apresentam uma organização do 
ponto de vista estrutural semelhante, ou seja, possuem três exões separados por dois intrões, sendo que 
o segundo exão codifica as zonas de ligação ao grupo heme (incluindo a bolsa apolar) e o terceiro exão 
é responsável pelos contactos das zonas a e não-a. Os genes globínicos estão sujeitas ao controle de 
sequências reguladoras, localizadas a alguma distância no sentido 5’ da sequência, denominadas por 
LCR (locus control region ou regiões de controlo do locus) [89] [92] [93] [94] [95] [96]. 
 
A estrutura normal e funcional de uma molécula adulta de Hb, consiste em um par de 
subunidades a e b (a2b2), designada por Hb A (97%). Existem ainda no adulto outros dois tipos de 
hemoglobina presentes: a Hb A2, que representa cerca de 2% do total e é constituída por duas cadeias 
alfa e duas cadeias delta (a2d2), e uma fração residual (<1%) de hemoglobina fetal (Hb F), constituída 
por duas cadeias alfa e duas cadeias gama (a2g2) [97]. 
 
I.8.3.2. Hemoglobinopatias  
 
As hemoglobinopatias fazem parte das doenças monogénicas mais conhecidas a nível mundial 
e estima-se que afetem cerca de 7% da população mundial, observando-se que a sua distribuição é 
extremamente heterogénea, existindo grandes diferenças entre países e inclusive entre regiões que do 
ponto de vista geográfico estejam próximas. Apresentavam uma maior prevalência em regiões tropicais, 
mas devido aos processos migratórios ao longo dos séculos, existem hoje em todo o mundo [98] [99] 
[100] [101]. Estima-se que a frequência de portadores em Portugal ronde os 0,5 – 1% da população total, 
chegando aos 5% na população de imigrantes [102]. 
 
I.8.3.3. Alfa-Talassémia  
 
As talassémias apresentam como principal característica o desequilíbrio na síntese de 
determinado tipo de cadeia globínica, tendo como consequência uma síntese deficiente de hemoglobina, 
o que resulta em hemácias microcíticas e hipocrómicas e danos nas hemácias e nos seus percursores, 
devido ao excedente das subunidades dos outros tipos de globina que são sintetizadas. São classificadas 
de acordo com o tipo de cadeia cuja síntese se encontra afetada, sendo que as talassémias a e b são as 
que apresentam maior frequência e importância do ponto de vista clínico. Estima-se que a prevalência 
das variantes/mutações talassémicas possa variar entre os 10 e 20% em algumas regiões do continente 
africano, mais do que 40% em algumas regiões da China e do Sudeste Asiático e chegar até aos 80% no 
norte da India e na Papua Nova Guiné [103] [104] [105] [106] [107]. 
 
A a-talassémia é uma anemia hereditárias de transmissão autossómica recessiva e é das doenças 
genéticas mais prevalentes a nível mundial. A incidência na população Portuguesa de portadores de a-
talassémia foi estimada em 7% [108]. 
 
A cadeia da α-globina é codificada por dois genes localizados no cromossoma 16 (16p13.3): 
HBA2 e HBA1 [88]. A a-talassémia é causada pela produção reduzida ou ausente das cadeias de α-
globina. O principal mecanismo molecular das α-talassémias consiste em deleções que removem um ou 
ambos os genes que codificam as cadeias α [109]. Estas cadeias α são compartilhadas tanto pelas 
hemoglobinas do indivíduo adulto (Hb A1 e Hb A2) como pela fetal (Hb F). Como consequência, a 
síntese deficiente de cadeias alfa é refletida em ambas as fases do desenvolvimento: no feto, observa-se 
que a síntese reduzida destas cadeias provoca um excesso na produção de cadeias g que tendem a 
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tetramerizar  (g4) conduzindo ao surgimento da Hb Bart‘s, no adulto, as cadeias beta que se encontram 
em excesso tendem a tetramerizar (b4), dando origem a Hb H [110] [111]. Quando a síntese de uma 
globina é afetada/reduzida em pelo menos 25% dos valores normais, os pacientes acabam por 
desenvolver uma anemia hemolítica moderadamente grave [112]. 
 
Uma vez que existem dois genes alfa por genoma haploide, sendo quatro numa célula diploide 
normal (aa/aa), as a-talassémia são classificadas (genericamente) em a+ (-a) e a0 (--) conforme o 
número de genes comprometidos/afetados no cromossoma [113]. Verifica-se que as formas mais 
frequentes de talassémia a+ envolvem a deleção de um dos genes alfa e são provocadas 
fundamentalmente pelas deleções -a3,7 e -a4,2 [114] [115]. O grau elevado de homologia entre os 
subsegmentos duplicados no braço curto do cromossoma 16 proporciona emparelhamentos incorretos 
dos cromossomas durante a meiose o que conduz a uma recombinação desigual o que poderá resultar 
na deleção de um gene em um dos cromossomas (-a) e na presença de genes triplicados no outro 
cromossoma (aaa). Os genes a1 e a2 estão dentro de uma região homóloga de 4kb de comprimento, 
onde cada região é dividida em três subsegmentos homólogos, que se denominam por X, Y e Z, sendo 
separados por três segmentos que não apresentam homologia, denominados por I, II, III. Os segmentos 
duplicados Z distam entre si 3,7kb, desta forma, se o processo de recombinação acontecer entre os 
segmentos homólogos Z, os 3,7kb de DNA serão removidos, dando origem à deleção mais frequente no 
mundo, a -a3,7, referida também como a deleção à direita (rightward deletion). O resultado desta delação 




Figura I. 9. Ilustração representativa do mecanismo de recombinação desigual que conduz ao surgimento da deleção -
a3,7. Adaptado de [117]. 
 
A base genética na origem da α-talassémia em pessoas de ascendência Africana (incluindo a 
população Portuguesa) é, geralmente, a heterozigotia ou homozigotia para a deleção –α3,7kb [88]. A 
forma homozigótica para essa deleção (-a3,7/-a3,7) poderá ter no período neonatal cerca de 5-10% de Hb 
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Bart‘s. Na fase adulta apresenta anemia microcitose, hipocromia e ferro sérico normal. Na forma 
heterozigótica os indivíduos podem ter 1-2% de Hb Bart‘s no período neonatal e na vida adulta podem 
apresentar ligeira hipocromia ou ser perfeitamente normal. Estes indivíduos somente podem ser 
diagnósticos por via de técnicas de biologia molecular ou pela medida da síntese das cadeias a/b. [118]. 
 
I.8.3.5. Alfa-Talassémia, Óxido Nítrico e a Hipertensão 
 
A molécula de hemoglobina, para além do seu papel principal de transporte de oxigénio, 
também reage especificamente com o dióxido de carbono, monóxido de carbono (CO) e com o NO. Esta 
diversidade de funções não ligadas ao transporte da molécula de oxigénio tem sido cada vez mais 
analisada, especialmente a interação NO/hemoglobina. Este facto deve-se ao conhecimento que o NO 
possui uma elevada afinidade pela Hb e também por o NO ser uma molécula sinalizadora produzida 
pelas células, estando envolvida na regulação do tónus vascular, interações celulares e funções neurais 
[98]. Assim, é sabido que o principal papel da α-globina é, conjuntamente com as cadeias da β-globina, 
formar a molécula de hemoglobina (α2β2) nos precursores dos glóbulos vermelhos, tendo esta molécula 
a função primordial de transportar o oxigénio no organismo. No entanto, estudos recentes demonstraram 
que a a-globina, para além de ser expressa em alto nível nos glóbulos vermelhos, é também expressa 
nas células endoteliais das artérias e enriquecida ao nível das junções mieloendoteliais (MJEs), sendo 
co-localizada ao nível destas junções com a eNOS [119] [123]. As MJEs providenciam um 
microambiente distinto na interface entre a musculatura lisa e o endotélio, onde muitas proteínas são 
localizadas e enriquecidas para posteriormente atuarem em diferentes processos ao nível da parede 
arterial dos vasos sanguíneos, observando-se que a eNOS é polarizada ao longo destas junções. Nestas 
junções foi sugerido um potencial mecanismo de interação proteína-proteína entre a a-globina e a eNOS 
uma vez que formam um complexo macromolecular que poderá regular os efeitos do NO na reatividade 
vascular atuando de modo a balancear os processos de constrição com os processos de relaxamento de 
modo a assegurar a tonicidade vascular, que é maior em doentes hipertensos. Recentemente, foi 
verificado que a inativação da síntese da a-globina endotelial em artérias isoladas usando siRNA (small 
interfering RNA), conduziu a um aumento da difusão do NO ao longo da parede arterial. A interação 
entre a a-globina e a eNOS foi identificada na região com a seguinte sequência de aminoácidos 
“LSFPTTKTYFPHFDLSHGSA” da α-globina [38]. Esta sequência é codificada por parte do exão 2 
dos respetivos genes HBA [53] [119] [120] [121] [122] [123]. Assim, parece haver a possibilidade de 
variantes da hemoglobina que possam existir devido a alterações nestes aminoácidos perturbem a 
referida interação entre a a-globina e a eNOS. 
 
Por outro lado, foi também sugerido que a a-globina poderá regular a biodisponibilidade do NO 
através do estado de oxidação do grupo heme. Mecanicamente o grupo heme da a-globina com o ferro 
na forma oxidada Fe3+ (metHb, metahemoglobina) permite a sinalização do NO porque a taxa de 
dissociação do NO da metHb é bastante rápida, contudo este sinal é inibido quando o ferro é reduzido 
para forma Fe2+ pelo citocromo b5 redutase 3 (cytb5r3) endotelial (figura 1.10). Esta reação acontece 
porque o NO tem uma elevada afinada pelo ferro na sua forma reduzida reagindo rapidamente com o 
mesmo e com a molécula de oxigénio acoplada (oxi-hemoglobina), numa reação conhecida como 
desoxigenação [121] [122] [123]. Deste modo, mutações pontuais ou deleções nos genes da a-globina, 
como o caso da deleção –α3,7kb, poderão exercer um papel importante na regulação do NO, e 
consequentemente na hipertensão [123]. 
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Figura I. 10. Mecanismo de regulação do NO ao nível das junções mieloendoteliais através da a-globina. MEJ (junções 
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Este trabalho tem como objetivo geral avaliar a suscetibilidade genética para a hipertensão na 
população portuguesa.  
 
Mais especificamente pretende-se testar a associação de variantes nos genes NOS3, HBA e 
G6PD com a hipertensão arterial (fenótipo distante) e com potenciais fatores de risco (fenótipos 
intermédios), nomeadamente o Índice de Massa Corporal (IMC), a idade, o sexo, a glicémia, 
triglicéridos e outros fatores de risco.  
 
Os estudos moleculares envolvem a pesquisa: 
 
Ä Do polimorfismo de inserção/deleção no intrão 4 do gene NOS3, caracterizado por um 
número de repetições em tandem (VNTR); 
 
Ä Da variante A+ (rs1050829) no exão 5 do gene da G6PD; 
 
Ä Da deleção de 3,7kb do agrupamento génico da a-globina; 
 


































Neste trabalho foram analisadas amostras (anonimizadas) de sangue periférico de 377 
indivíduos portugueses (entre os 19 e 98 anos) dos quais 227 são do sexo feminino e 144 do sexo 
masculino, sendo 243 hipertensos (150 mulheres e 93 homens) e 134 (84 mulheres e 50 homens) 
normotensos (população controlo). Foram ainda analisadas 22 amostras de uma população africana 
não hipertensa (Moçambique), sendo 15 indivíduos do sexo feminino e 6 do sexo masculino. As 
amostras foram recolhidas no Centro Hospitalar Lisboa Norte (no Hospital de Santa Maria) e no 




O estudo dos possíveis fatores genéticos moduladores da hipertensão arterial foi realizado 
através dos seguintes passos: 
 
III.2.1. Extração e quantificação do DNA 
 
Para as 377 amostras a extração do DNA foi realizada através do método de extração não 
enzimático designado de salting-out (anexo VIII.2), sendo que para a quantificação e determinação do 
grau de pureza do DNA genómico (ng/µl) utilizou-se um método espectrofotométrico (Nanodrop, ND-
1000, Thermo Scientific), usando as razões de absorvência entre os comprimentos de onda a 260 e 
280nm (A260/280), bem como, entre os comprimentos de onda a 230 e 280nm (A230/280), salientando 
que, apenas foram utilizadas as amostras cujo resultado, em relação a concentração de DNA, foi superior 
a 10ng/µl. 
 
III.2.2. Amplificação do DNA por PCR (Polymerase chain reaction) 
 
Esta técnica foi usada para genotipar o polimorfismo do intrão 4 do gene NOS3. A sequência 
dos oligonucleótidos iniciadores, as condições de reação e o tamanho dos fragmentos amplificados, 
encontram-se explanados nas tabelas VIII.1 e VIII.2, anexo VIII.3. 
 
III.2.3. PCR-RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) 
 
Esta técnica permite diferenciar polimorfismos através da análise dos padrões de restrição do 
fragmento de DNA amplificado (por PCR) [43]. Usou-se esta técnica para distinguir a variante A+ da B 
no gene da G6PD. A mutação da variante A+ cria um sítio de restrição para a enzima Fok I. A realização 




Para pesquisa da deleção -3,7 Kb no agrupamento génico da α-globina foi utilizada uma variante 
do PCR que é o Gap-PCR [41]. Esta metodologia pode ser usada para determinar os pontos de quebra 
de deleções conhecidas utilizando oligonucleótidos iniciadores que se localizam externamente e o mais 
próximo possível dos pontos de quebra da deleção, usando dois oligonucleótidos iniciadores 
complementares das cadeias sense e antisense das regiões de DNA que flanqueiam externamente a 
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deleção. O par de oligonucleótidos iniciadores irá dar origem a dois fragmentos, sendo que o mais 
pequeno provém do alelo com a deleção [42]. Esta variante do PCR foi usada de acordo as condições 
estabelecidas/descritas nas tabelas VIII.6 e VIII.7, anexo VIII.5. 
 
III.2.5. Sequenciação de Sanger 
  
Para a sequenciação do exão 2 dos genes HBA1 e HBA2, foi utilizada a técnica de sequenciação 
automática pela técnica de Sanger. Para a reação automatizada de sequenciação realizada utilizou-se o 
kit comercial BigDye® Terminator V1.1. Cycle Kit (Applied Biossystems) de acordo com as instruções 
do fabricante e utilizando um temociclador Biometra® Thermocyler. A descriminação dos sinais 
emitidos por fluorescência e dos tamanhos dos fragmentos foi feita por eletroforese capilar no 
sequenciador automático 3130XI Genetic Analyser, AbiPrism (Applied Biossystems), e os resultados 
foram analisados usando o software FinchTV v1.4.0 (Geospiza, Inc). As condições para realização da 
sequenciação, encontram-se descritas nos anexos VIII.6 (tabelas VIII.8 e VIII.9), VIII.7 e VIII.8 
(VIII.10 e VIII.11) 
 
Os tampões usados para o PCR, PCR-RFLP e Gap-PCR, encontram-se explanados no anexo 
8.3. Os resultados obtidos através do uso destas técnicas (PCR, PCR-RFLP e Gap-PCR) foram 
visualizados após eletroforese dos produtos de PCR num gel de agarose, cuja concentração foi ajustada 
ao tamanho dos fragmentos que foram amplificados. O gel foi corado com brometo de etídeo numa 
concentração 3µl para 100mL de solução de TBE 10x (diluído 1:10). A subsequente visualização da 
eletroforese foi realizada com recurso a transiluminadores (GenoSmart, VWR e Uvitec Cambridge). 
 
III.3. Tratamento Estatístico 
 
 Construiu-se uma base de dados para as duas populações (hipertensa e controlo), com as 
variantes genéticas estudadas e os potenciais fatores de risco (IMC, a idade, o sexo, a glicémia, 
triglicéridos e outros fatores de risco), que serviu de base para o tratamento estatístico. 
  
III.3.1. Análise Estatística  
 
Após obtenção dos dados obtidos decorrentes do trabalho laboratorial, para poder relacioná-los 
com os parâmetros clínicos que foram fornecidos, foi necessário um tratamento estatístico. Os cálculos 
estatísticos foram realizados no programa estatístico SPSS 25.0, sendo o nível de significância 
estatístico estabelecido para p-value < 0,05. 
 
Para cada polimorfismo foram comparadas as frequências genotípicas e alélicas observadas com 
as esperadas em equilíbrio de Hardy-Weinberg, utilizando-se o teste do Qui-quadrado (c2) de Pearson. 
A avaliação da normalidade da distribuição foi efetuada através dos testes de Kolmogorov – Smirnov e 
Shapiro-Wilk. Para as comparações entre doentes e população controlo (para os fatores de risco), foram 
utilizados os testes paramétricos T de Student ou não paramétricos de Mann-Witney. A pesquisa das 
associações entre os genótipos e os potenciais fatores de risco para ambas populações (hipertensos e 
normotensos) foram realizadas através do teste paramétrico T de Student ou pelo teste não paramétrico 






IV.1. Caracterização da Amostra 
 
Para uma melhor compreensão da amostra em estudo, fez-se uma análise, recorrendo-se a 
estatística descritiva, de variáveis como idade, altura e o peso. Esta análise foi feita tanto para a 
população hipertensa (tabela IV.1) como para a população normotensa, avaliando-se também a 
distribuição das variáveis. Verificando-se que nos indivíduos normotensos, a idade, o peso, e a altura, e 
nos indivíduos hipertensos o peso, apresentam uma distribuição gaussiana (p-value ³ 0,05). As demais 
variáveis nos indivíduos hipertensos apresentam uma distribuição não gaussiana (p-value < 0,05). 
 
Tabela IV. 1 Estatística descritiva dos variáveis idade, altura e peso, nos indivíduos hipertensos e normotensos 
Hipertensos 
Variáveis N Média Mediana Desvio padrão Mínimo Máximo p-value1 
Idade  
(anos) 235 69 67,25 14,55 31 98 0,006* 
Peso  
(kg) 90 80,25 80,10 13,88 49,20 114,50 0,076* 
Altura  
(m) 89 1,60 1,59 0,09 1,37 1,96 0,200* 
Normotensos 
Variáveis N Média Mediana Desvio-padrão Mínimo Máximo p-value1 
Idade  
(anos) 134 44 43,83 11,88 20 74 0,200* 
Peso  
(kg) 134 76,75 77,25 13,70 48,60 120,40 0,200* 
Altura  
(m) 134 1,64 1,64 0,08 1,42 1,85 0,200* 
1Considera-se distribuição gaussiana quando p-value ³ 0,05 e não gaussiana quando p-value < 0.05. *Teste de normalidade de 
Kolmogorov – Smirnov; N = nº de indivíduos estudados para cada variável 
 
Observou-se que as mulheres hipertensas (N=145) apresentam uma média de idade de 68,24 
anos com um desvio padrão de 14,99, bem como a idade mínima de 31 anos e a máxima os 96 anos. 
Apresentam também um peso médio de 77,15kg (N=66). Comparativamente, os homens hipertensos 
(N=90) apresentam uma média de idade por volta dos 69,18 anos com um desvio padrão de 13,88, bem 




Verificou-se também que a faixa etária dos 89 anos é a mais frequente (4%) nas mulheres 
hipertensas, seguindo-se a faixa etária dos 85 e 81 anos, ambos com 3,4%. Nos homens hipertensos 
observa-se que a faixa etária mais frequente (5,6%) pertence aos indivíduos com 61 anos, seguindo-se 
a faixa etária dos 81 e 76 anos, ambos com 4,4%, como elucida a figura (IV.1) abaixo. 
 
 
Figura IV. 1. Representação gráfica da frequência das faixas etárias na população hipertensa em ambos os sexos. 
 
Não obstante os dados sobre o género e a idade na população hipertensa, verifica-se que, tanto 
na população hipertensa como na população normotensa, uma maior predominância do sexo feminino 
em ambas populações, respetivamente 61,7% e 62,7%. E a comparação dos dados entre as duas 
populações estudadas permitiu verificar a existência de diferenças estatisticamente significativas na 
variável idade (Teste de Mann-Witney; p-value <0,001) e o contrário na variável género (c2 = 0,034, p-
value = 0,942). Sendo considerado diferenças estatisticamente significativas quando p-value < 0,05 e 
não significativas quando p-value ³ 0,05. Dado as diferenças entre os dois grupos analisados 
(hipertensos e normotensos) no que diz respeito a idade (mas não ao género), sempre que necessário foi 
realizado o ajuste para este fator de confundimento. 
 
Para além da idade, avaliou-se inicialmente nos indivíduos hipertensos a distribuição dos demais 
fenótipos intermédios (tabela IV.2), observando-se que apenas a hemoglobina glicosilada (HbA1c), o 
colesterol e o LDL-Colesterol apresentam distribuição gaussiana na população hipertensa, sendo que os 






Tabela IV. 2. Avaliação da distribuição dos fenótipos intermédios e sua estatística descritiva na população hipertensa  
Hipertensos 
Variáveis N Média Mediana Mínimo Máximo Desvio Padrão p-value
1 
TSH  
(mcUI/ml) 79 2,16 1,50 0,02 17,60 2,35 0,000* 
IMC  
(kg/m2) 125 30,42 30,28 19,5 44,6 113,17 0,200* 
Glicémia 
(mg/dl) 85 103,75 91,00 63 215 33,71 0,000* 
HbA1c  
(%) 36 5,36 4,85 3,1 9,2 1,84 0,075* 
Colesterol 
(mg/dl) 83 199,71 197,00 134 330 38,70 0,159* 
HDL-Colesterol 
(mg/dl) 83 54,34 52,00 30 98 14,57 0,007* 
LDL-Colesterol 
(mg/dl) 83 121,64 116,00 60 217 32,25 0,066* 
Triglicéridos 
(mg/dl) 81 121,57 106,00 47 404 58,50 0,000* 
Uricémia 
(mg/dl) 58 6,37 5,30 2,9 65,0 7,91 0,000* 
1Considera-se distribuição gaussiana quando p-value ³ 0,05 e não gausssiana quando p-value < 0.05. *Teste de normalidade 
de Kolmogorov – Smirnov. **Teste de normalidade de Shapiro-Wilk 
 
Para a população normotensa, avaliou-se também a distribuição dos demais fenótipos 
intermédios (tabela IV.3), observando-se que para além da hemoglobina glicosilada (HbA1c), o 

















Tabela IV. 3. Avaliação da distribuição dos fenótipos intermédios e sua estatística descritiva na população normotensa 
Normotensos 
Variáveis N Média Mediana Mínimo Máximo Desvio Padrão p-value
1 
TSH  
(mcUI/ml) 112 2,06 1,75 0,01 18,40 2,15 0,000* 
IMC  
(kg/m2) 134 28,55 28,34 17,3 44,5 113,11 0,037* 
Glicémia 
(mg/dl) 112 86,65 82,50 60 178 19,54 0,000* 
HbA1c  
(%) 13 4,63 4,10 2,8 7,8 1,79 0,095** 
Colesterol 
(mg/dl) 106 196,76 196,00 126 334 41,67 0,200* 
HDL-Colesterol 
(mg/dl) 103 56,80 54,00 31 101 14,97 0,005* 
LDL-Colesterol 
(mg/dl) 106 120,57 119,80 28 246 37,46 0,200* 
Triglicéridos 
(mg/dl) 103 108,07 91,00 33 323 56,530 0,000* 
Uricémia 
(mg/dl) 79 4,98 4,80 2,6 7,9 1,29 0,200* 
1Considera-se distribuição gaussiana quando p-value ³ 0,05 e não gausssiana quando p-value < 0.05. *Teste de normalidade 
de Kolmogorov – Smirnov. **Teste de normalidade de Shapiro-Wilk 
 
Posteriormente, verificou-se que a análise dos fenótipos intermédios resultou na observação de 
que as diferenças nos valores entre indivíduos hipertensos e normotensos são estatisticamente 
significativas para o IMC, glicémia e os triglicéridos, sem o ajuste para a idade, e com ajuste apenas se 
verificam diferenças estatisticamente significativas para o IMC e glicémia (tabela IV.4). Usou-se o teste 
de Mann-Witney, para as variáveis com distribuição não gaussiana e o Test T de Student para variáveis 


























(mcUI/ml) 79 112 0,930*  
IMC 
(kg/m2) 125 134 <0,004* 0,008 
Glicémia 
(mg/dl) 85 112 <0,001* 0,036 
HbA1c 
(%) 36 13 0,230**  
Colesterol 
(mg/dl) 83 106 0,616** 0,493 
HDL-Colesterol 
(mg/dl) 83 103 0,252* 0,603 
LDL-Colesterol 
(mg/dl) 83 106 0,833** 0,243 
Triglicéridos 
(mg/dl) 81 106 0,039* 0,221 
Uricémia 
(mg/dl) 58 79 0,064*  
*Teste de Mann-Witney. ** Test T de Student. Valores de p-value < 0,05 são considerados estatisticamente significativos. 
1Sem ajuste para a idade. 2Ajustado para a idade 
 
IV.2. Análise dos Polimorfismos no Intrão 4 do gene NOS3 (VNTR) e Associação com as 
Variáveis Estudadas. 
 
Em relação à genotipagem do gene NOS3, a figura (IV.2) abaixo representa os resultados 
obtidos para este gene, sendo que a análise do polimorfismo foi efetuada de acordo aos processos 
descritos nos materiais e métodos. 
 
 
Figura IV. 2. Gel de agarose com perfil eletroforético representativo de uma amplificação da região genómica contendo 
o VNTR do intrão 4 do gene NOS3. Canal 1: Marcador de peso molecular 50 pb (50 bp DNA Ladder, Invitrogen). Canais 2, 
3, 4, 6 e 7: Genótipo 4b/4b. Canal 5: Genótipo 4a/4b. Canal 8: Genótipo 4a/4a. Canal 9: Controlo negativo.  




Para o gene NOS3, foi observado que na população normotensa (N = 129) as frequências dos 
genótipos 4b/4b, 4a/4b e 4a/4a foram, respetivamente, 73,6%, 22,5% e 3,9%. Para a população 
hipertensa (N = 230) as frequências dos genótipos 4b/4b, 4a/4b e 4a/4a foram, respetivamente, 55,6%, 
36,1% e 8,3% (como ilustra a figura abaixo, IV.3), sendo que as diferenças nestas duas populações são 
estatisticamente significativas (c2 =11,588, p-value=0,003). 
 
 
Figura IV. 3. Gráfico ilustrativo das frequências genotípicas dos polimorfismos do intrão 4 do gene NOS3, na população 
hipertensa e na população normotensa. 
 
Para as frequências alélicas o mesmo foi observado, ou seja, as diferenças entre as frequências 
para ambos os alelos na população hipertensa (4a = 26,3%; 4b = 73,7%; N = 460) e na população 
normotensa (4a = 15,1%; 4b = 84,9%; N = 258, figura IV.4), são estatisticamente significativas (c2 
=11,947, p-value=0,001).  
 
 
Figura IV. 4. Gráfico ilustrativo das frequências alélicas dos polimorfismos do intrão 4 do gene NOS3, na população 
hipertensa e na população normotensa. 
 
E de acordo com estes dados, verifica-se que os para os indivíduos que apresentam o alelo 4a, 
o risco (relativo) de ser hipertenso é 1,2 vezes superior em comparação com os indivíduos que 
apresentam o alelo 4b. Quando o ajuste para idade é realizado, observa-se que a presença do alelo 4a 
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(em heterozigotia ou homozigotia) está associado a um maior risco de ser hipertenso [OR = 2,297; IC 
(95%) = (1,206 – 4,376); p-value = 0,011]. 
 
Após efetuada a separação por sexo, observou-se que para o sexo masculino as frequências dos 
genótipos 4b/4b, 4a/4b e 4a/4a para os indivíduos hipertensos (N = 91) foram, respetivamente, 60,4%, 
30,8% e 8,8%. Para o mesmo sexo no que diz respeito aos indivíduos normotensos (N = 49), as 
frequências genotípicas foram: 75,5%, 18,4% e 6,1%. 
 
Os hipertensos (N = 139) apresentaram (para o sexo feminino) para os genótipos 4b/4b, 4a/4b 
e 4a/4a, as seguintes frequências: 52,5%, 39,6% e 7,9%. Para o mesmo sexo as frequências para os 
normotensos (N = 80) foram: 72,5%, 25,0% e 2,5%, como ilustra a figura abaixo (IV.5). 
 
 
Figura IV. 5. Gráfico ilustrativo das frequências genotípicas dos polimorfismos do intrão 4 do gene NOS3, na população 
hipertensa e na população normotensa no que diz respeito ao sexo feminino. 
 
 Verificou-se que para o sexo feminino estas diferenças são estatisticamente significativas ((c2 
= 9,043, p-value=0,011) e que a presença do alelo 4a (em heterozigotia ou homozigotia) está associada 
a um maior risco de ser hipertenso no sexo feminino [OR = 1,346; IC (95%) = (1,108 – 1,635); p-value 
= 0,004]. 
 
 Tanto a população hipertensa como a população normotensa para este polimorfismo, 
encontram-se em equilíbrio de Hardy-Weinberg, respetivamente c2 = 1,1018 < 3,841 gl(1);  p-value=0,05 e c2 
= 1,9832 < 3,841 gl(1);p-value=0,05. 
 
A análise entre a associação dos polimorfismos do intrão 4 do gene NOS3 e os fenótipos 
intermédios, mostrou que as diferenças para glicémia entre hipertensos e normotensos em relação aos 
genótipos 4a/4b e 4b/4b são estatisticamente significativas: O mesmo resultado é obtido para 
hemoglobina glicosilada (genótipo 4a/4b), triglicéridos (genótipo 4a/4b), uricémia (genótipo 4b/4b), 
IMC (4b/4b) e HDL-Colesterol (genótipo 4a/4a) entre hipertensos e normotensos (tabela IV.5). Usou-
se o teste de Mann-Witney, para as variáveis com distribuição não gaussiana e o Test T de Student para 
variáveis com distribuição gaussiana. 
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Tabela IV. 5. Análise entre as variáveis estudadas e os genótipos (4b/4b, 4a/4b e 4a/4a) do gene NOS3 na população de 
indivíduos hipertensos e normotensos 
*Teste de Mann-Witney – as medidas estatísticas consideradas são: mediana; minino-máximo; número total de indivíduos (n). 
**Teste T de Student – as medidas estatísticas consideradas são: média±desvio padrão; número total de indivíduos (n). H 
(Hipertensos); N (Normotensos). Valores de p-value < 0,05 são considerados estatisticamente significativos 
 
Após os resultados obtidos na tabela acima, verificou-se por regressão logística linear a 
associação dos genótipos com as variáveis em estudo, e observou-se que apenas na presença do genótipo 
4b/4b (ajustado para a idade) o IMC encontra-se associado à população hipertensa [OR = 1,150; IC 
(95%) = (1,052 – 1,257); p-value = 0,002]. O mesmo resultado foi obtido para a uricémia [OR = 1,867; 
IC (95%) = (1,123 – 3,106); p-value = 0,016]. Também se observou que apenas na presença dos 
genótipos 4b/4b/ e 4a/4b e sem o ajuste para a idade é que a glicémia encontra-se associada a população 
hipertensa, respetivamente, [OR = 1,032; IC (95%) = (1,002 – 1,062); p-value = 0,037] e [OR = 1,030; 
IC (95%) = (1,012 – 1,048); p-value = 0,001]. 
 
Observou-se que existem diferenças estatisticamente significativas para a glicémia entre 
hipertensos e normotensos, independentemente da presença ou ausência do alelo 4a. Também foi 
observado diferenças estatisticamente significativas para os triglicéridos na presença do alelo 4a entre 
hipertensos e normotensos. O mesmo foi observado para a ausência do alelo no que diz respeito aos 
valores de uricémia entre hipertensos e normotensos (tabela IV.6). Usou-se o teste de Mann-Witney, 
para as variáveis com distribuição não gaussiana e o Test T de Student, para variáveis com distribuição 
gaussiana. 










































































































































Tabela IV. 6. Análise entre as variáveis estudadas e a presença ou ausência do alelo 4a do intrão 4 do gene NOS3 (VNTR), 
entre indivíduos hipertensos e normotensos  
*Teste de Mann-Witney – as medidas estatísticas consideradas são: mediana; minino-máximo; número total de indivíduos (n). 
**Teste T de Student – as medidas estatísticas consideradas são: média±desvio padrão; número total de indivíduos (n). Valores 
de p-value < 0,05 são considerados estatisticamente significativos 
 
Procedeu-se a análise por regressão logística linear para testar a associação da presença (em 
heterozigotia ou homozigotia ) ou ausência do alelo 4a com as variáveis em estudo, tendo-se verificado 
que na ausência do alelo 4a (ajustado para a idade), o IMC e a uricémia estão associados a população 
hipertensa, respetivamente, [OR = 1,150; IC (95%) = (1,052 – 1,257); p-value = 0,002] e [OR = 1,1,867; 
IC (95%) = (1,123 – 3,106); p-value = 0,016]. Observou-se também que apenas sem o ajuste para a 
idade e na ausência do alelo 4a é que a glicémia está associada a população hipertensa [OR = 1,030; IC 
(95%) = (1,012 – 1,048); p-value = 0,001]. 
 
Foi também observado na população hipertensa que para presença ou ausência do alelo 4a 
apenas existem diferenças estatisticamente significativas para hemoglobina glicosilada (tabela IV.7). 
Usou-se o teste de Mann-Witney para as variáveis com distribuição não gaussiana e o Test T de Student 
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Tabela IV. 7. Análise entre as variáveis estudadas e a presença ou ausência do alelo 4a do intrão 4 do gene NOS3 (VNTR), 
na população de indivíduos hipertensos 
*Teste de Mann-Witney – as medidas estatísticas consideradas são: mediana; minino-máximo; número total de indivíduo (n)s. 
**Teste T de Student – as medidas estatísticas consideradas são: média±desvio padrão; número total de indivíduos (n). Valores 
de p-value < 0,05 são considerados estatisticamente significativos 
 
IV.3. Análise do Polimorfismo do gene Gd (rs1050829) e Associação com as Variáveis 
Estudadas. 
 
Em relação à genotipagem do SNP (rs10500829), as figuras IV.6 e IV.7 abaixo representam os 
resultados obtidos para este SNP, sendo que a análise do polimorfismo foi efetuada de acordo com 
processos descritos nos materiais e métodos. 
 
 
Figura IV. 6. Gel de agarose com perfil eletroforético representativo da amplificação de um fragmento da região do gene 
Gd (rs10500829). Canais 1-5: Fragmentos amplificados dos indivíduos em estudo. Canal 6: Controlo negativo. Canal 7: 
Marcador de peso molecular 50 pb (50 bp DNA Ladder, Invitrogen). 
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Figura IV. 7.  Gel de agarose com perfil eletroforético representativo dos fragmentos obtidos no ensaio de restrição com 
a endonuclease Fok I. Canal 1: Marcador de peso molecular 50 pb (50 bp DNA Ladder, Invitrogen) Canais 2 e 4: Genótipo 
Gd+/Gd+. Canal 3: Genótipo Gd-/Gd-; Canal 5: Genótipo Gd+/Gd-. 
 
Para o gene Gd, num total de 164 indivíduos genotipados (106 do sexo feminino e 58 do sexo 
masculino) não se observaram diferenças estatisticamente significativas nas frequências genotípicas e 
alélicas entre hipertensos e normotensos, tanto para o sexo feminino como para o sexo masculino (tabela 
IV.8).  
 
Tabela IV. 8. Frequências genotípicas e alélicas para o gene da Gd (rs10500829) para ambas populações (hipertensos e 
normotensos) 
Valores de p-value < 0,05 são considerados estatisticamente significativos. 1Teste do Qui-quadrado 
Frequência Genotípica 
  Hipertensos  Normotensos 
Género Genótipos Frequência Observada 
Frequência 







Gd+/Gd+ 104 98,12 
0,6931 
62 98,4 
Gd+/Gd- 1 0,94 1 1,6 
Gd-/Gd- 1 0,94   
 Total 106 100  63 100 
       
Sexo 
Masculino 
Gd+ 57 98,3 
0,4691 
30 100 
     
Gd- 1 1,7   
 Total 58 100  30 100 
Frequência Alélica 
  Hipertensos  Normotensos 
Género Alelos Frequência Observada 
Frequência 







Gd+ 209 98,6 
0,6091 
125 99,2 
Gd- 3 1,4 1 0,8 
 Total 212 100 126 100 
       
Sexo 
Masculino 
Gd+ 114 98,3 
0,3061 
60 100 
Gd- 2 1,7   
 Total 116 100 60 100 







Efetuou-se uma análise de Odds Ratio para medir a força de associação do alelo Gd-, entre 
hipertensos e normotensos, para ambos os sexos. Os resultados não são estatisticamente significativos, 
respetivamente [OR = 1,794; IC (95%) = (0,184 – 17,438); p-value = 0,614] e [OR =2,642; IC (95%) = 
(0,125 – 55,917); p-value = 0,533]. 
 
Para o sexo feminino, a população hipertensa não apresenta o alelo Gd em equilíbrio de Hardy-
Weinberg (c2 = 46,4373 > 3,841 gl(1);p-value=0,05), enquanto que, a população normotensa encontra-se em 
equilíbrio de Hardy-Weinberg (c2 = 0,0040 < 3,841 gl(1);p-value=0,05).  
 
Para o sexo masculino, a população hipertensa não se encontra em equilíbrio de Hardy-
Weinberg (c2 = 58,000 > 3,841 gl(1);p-value=0,05). Em relação a população normotensa, para o mesmo sexo, 
como apenas verificou-se a frequência de um alelo (alelo Gd+), para esta população não foi possível 
verificar o equilíbrio de Hardy-Weinberg. 
 
Para o sexo feminino não se observaram diferenças estatisticamente significativas em nenhuma 
das variáveis estudadas e a presença (em heterozigotia ou homozigotia) ou ausência do alelo Gd- (tabela 
IV.9). Utilizou-se o teste estatístico T de Student, para as variáveis com distribuição gaussiana, e o Teste 
de Mann-Witney, para as variáveis com distribuição não gaussiana. 
 
Tabela IV. 9. Análise entre as variáveis estudadas e a presença ou ausência do alelo G do gene G6PD (rs10500829), na 
população de indivíduos hipertensos 
*Teste de Mann-Witney – as medidas estatísticas consideradas são: mediana; minino-máximo; número total de indivíduos (n). 
**Teste T de Student– as medidas estatísticas consideradas são: média±desvio padrão; número total de indivíduos (n). — 
Ausência de dados. Valores de p-value < 0,05 são considerados estatisticamente significativos 
 
Sexo Feminino (Hipertensos) 






















































Não foi possível realizar as restantes análises estatísticas, uma vez que, para os genótipos 
(Gd+/Gd- e Gd-/Gd-) do gene Gd SNP (rs10500829), não se verificam valores para as variáveis em 
estudo, tanto para o sexo masculino como para o sexo feminino. Também não foram observadas para o 
sexo feminino (população normotensa) a frequência do genótipo Gd-/Gd-. Para o sexo masculino não 
se verificou a frequência do genótipo Gd- também na população normotensa. 
 
IV.4. Análise da Deleção a-Talassémica (-a3,7) no Agrupamento Génico da a-Globina e 
Associação com as Variáveis Estudadas. 
 
A identificação da deleção de 3,7kb no agrupamento génico da a-globina foi realizada de 
acordo aos preceitos descritos nos materiais e métodos (figura IV.8). 
 
 
Figura IV. 8. Perfil eletroforético em gel de agarose representativo da confirmação da deteção da deleção de 3,7kb no 
agrupamento génico da a-globina. Canais 1 (I-II), 2 (I-II), 4 (I-II), 5 (I-II) e 6 (I-II): Indivíduos normais sem a deleção. Canal 
3 (I-II): Indivíduo heterozigótico para a deleção. Canal 7 (I-II): Controlo negativo. Canal 8: Marcador de peso molecular 1kb 
(1kb DNA Ladder, Invitrogen). Os números em numeração decimal (1 a 7) correspondem a indivíduos diferentes, e os números 
em numeração romana correspondem, respetivamente, as Mix 1 e Mix 2 referidas no anexo VIII.5 tabelas VIII.6 e VIII.7. 
 
A amplificação seletiva dos genes alfa (HBA1 e HBA2) para posterior sequenciação foi 
realizada de acordo aos preceitos descritos nos materiais e métodos e as figuras IV.9 e IV.10 abaixo, 
representam os resultados obtidos na amostragem para cada um dos procedimentos. 
 
 
Figura IV. 9. Perfil eletroforético em gel de agarose representativo da amplificação dos genes a. Canais 1, 2,3 4, 5 e 6 
(A1-A2): Fragmentos amplificados dos indivíduos em estudo. Canal 7 (A1-A2): Controlo negativo. Canal 8 Marcador de peso 
molecular 1kb (1kb DNA Ladder, Invitrogen). Os números em numeração decimal (1 e 7) correspondem a indivíduos diferentes, 
e a numeração (A1 e A2) correspondem, respetivamente, as Mix A1 e Mix A2 referidas no anexo VIII.6 tabelas VIII.8 e VIII.9. 
1-I   1-II     2-I    2-II    3-I    3-II   4-I    4-II    5-I   5-II   6-I   6-II     7-I   7-II      8 






Figura IV. 10. Imagem representativa do resultado obtido da sequenciação parcial do exão 2 dos genes a1-globina e a2-
globina, estando marcado com um retângulo azul a região de interesse para pesquisa de variantes polimórficas. 
 
Não foram encontradas variantes polimórficas na análise do exão 2 dos genes HBA1 e HBA2. 
No entanto, foram calculadas as frequências genotípicas e alélicas para a população hipertensa e 
normotensa em relação à deleção de 3,7kb (-a3,7). Não foi observado nenhum caso de homozigotia para 
a deleção em ambas as populações (hipertensos e normotensos), nem diferenças estatisticamente 
significativas para as frequências genotípicas e alélicas (tabelas IV.10 e IV.11). 
 
Tabela IV. 10. Frequências genotípicas para a alfa-talassémia em ambas as populações (hipertensos e normotensos) 










 Hipertensos Normotensos 
Genótipos N Frequência Relativa (%) p-value N Frequência Relativa (%) 
aa/aa 96 99,0 
0,7911 
66 98,5 
-a3,7/aa 1 1,0 1 1,5 
-a3,7/-a3,7 — — — — 
Total 97 100  67 100 
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Tabela IV. 11. Frequências alélicas para a alfa-talassémia em ambas as populações (hipertensos e normotensos) 
Valores de p-value < 0,05 são considerados estatisticamente significativos. 1Teste do Qui-quadrado 
 
Considerando a alfa-talassémia, tanto a população hipertensa como a população normotensa 
para alfa-talassémia, encontram-se em equilíbrio de Hardy-Weinberg, respetivamente c2 = 0,0026 < 
3,841 gl(1);  p-value=0,05 e c2 = 0,0038 < 3,841 gl(1);p-value=0,05. 
 
Salienta-se que aquando da pesquisa para a alfa-talassémia, observou-se a existência de dois 
indivíduos com triplo-alfa (aaa/aa; frequência de 2,0%), na população hipertensa. 
 
IV.5. Caracterização Genotípica e Alélica dos genes NOS3, G6PD e HBA numa População 
Moçambicana Normotensa  
 
A pesquisa de variantes polimórficas nos genes NOS3, G6PD e HBA para a população 
Moçambicana, seguiu os mesmos preceitos descritos para população Portuguesa nos materiais e 
métodos. Os dados das tabelas (IV.12, IV.13 e IV.14) abaixo, representam os resultados obtidos. 
 







Hipertensos  Normotensos 
Alelos N Frequência Relativa (%) p-value N Frequência Relativa (%) 
aa 193 99,5 
0,7921 
133 99,3 
-a3,7 1 0,5 1 0,7 
Total 194 100 134 100 
Frequência Genotípica 
 Genótipos N Frequência Relativa (%) 
NOS3 
4a/4a 4 18,1 
4a/4b 9 40,9 
4b/4b 7 31,8 
4b/4c 1 4,5 
4a/4d 1 4,5 
 Total 22 100 
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Tabela IV. 13. Frequência genotípica para o gene Gd na população normotensa Moçambicana 
 
 
Tabela IV. 14. Frequência genotípica para a alfa-talassémia na população normotensa Moçambicana 
 
Foram também calculadas as frequências alélicas e observou-se que para a NOS3 as frequências 
dos alelos 4a, 4b, 4c e 4d, foram, respetivamente, 40,9%, 54,5%, 2,3% e 2,3%. Em relação a G6PD para 
o sexo feminino as frequências dos alelos Gd+ e Gd- foram, respetivamente, 64,3% e 35,7%, enquanto 
que no sexo masculino apenas se observou o alelo Gd+. Aquando da pesquisa da alfa-talassémia, para 
o alelo normal (aa), observou-se uma frequência alélica de 59,1% e para o alelo mutado (-a3,7) uma 
frequência alélica de 40,9% para o alelo normal.  
 
Verificou-se que para as variantes estudadas nos três genes (NOS3, G6PD, HBA), esta 
população encontra-se em equilíbrio de Hardy-Weinberg, respetivamente, c2 = 0,1257 < 12,592, gl(6);  p-
value=0,05 e c2 = 1,9980 < 3,841 gl(1);p-value=0,05. c2 = 2,2002 < 3,841 gl(1);  p-value=0,05. Salientado que para a 
G6PD o cálculo foi realizado apenas para o sexo feminino. 
 
Não se observaram diferenças estatisticamente significativas nas frequências dos genótipos em 
estudo entre a população Moçambicana aqui estudada e duas populações africanas reportadas na 
literatura, uma proveniente do Mali [124] e outra da Tanzânia [125] (tabela IV.15). 
 
Frequência Genotípica 
 Género Genótipos N Frequência Relativa (%) 
  Gd+/Gd+ 7 50,0 
G6PD 
Sexo Feminino Gd+/Gd- 4 28,6 
 Gd-/Gd- 3 21,4 
 Total 14 100 
    
 Gd+ 6 100 
Sexo Masculino    
  Gd- —  
  Total 6 100 
Frequência Genotípica 
 Genótipos N Frequência Relativa (%) 
Alfa-Talassémia 
aa/aa 6 27,3 
-a3,7/aa 14 63,6 
-a3,7/-a3,7 2 9,1 
 Total  100 
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Tabela IV. 15. Análise da frequência dos genótipos em estudo entre a população Moçambicana e duas outras populações 
Africanas 
1Para a NOS3 usou-se para a análise estatística uma população do Mal [181]. 2Para a G6PD e alfa-talassémia usou-se para 
análise estatística uma população da Tanzânia [182]. Valores de p-value < 0,05 são considerados estatisticamente significativos. 











   Moçambique  Outras Populações Africanas1,2 
 Género Genótipos N Frequência Relativa (%) p-value N Frequência Relativa 




 4a/4b 9 40,9 68 43,0 
 4b/4b 7 31,8 61 38,6 
 4b/4c 1 4,5 5 3,6 
 4a/4d 1 4,5 2 1,0 
  Total 22 100  158 100 
        
  Gd+/Gd+ 7 50 
0,1081 
73 54,9 
 Sexo Feminino Gd+/Gd- 4 28,6 52 39,1 
G6PD 
 Gd-/Gd- 3 21,4 8 6,0 
 Total 14 100  133 100 
       
  Gd+ 6 100 
0,2241 
88 80,0 
 Sexo Masculino      
  Gd- —  22 20,0 
  Total 6 100  110 100 
        
Alfa-
Talassémia 
 aa/aa 6 27,3 
0,1241 
224 47,2 
 -a3,7/aa 14 63,6 199 41,9 
 -a3,7/-a3,7 2 9,1 52 10,9 




A hipertensão é uma doença multicausal, multifatorial e poligénica, caracterizada pela presença 
de níveis elevados de tensão arterial e frequentemente associada a distúrbios metabólicos e hormonais, 
com presença de hipertrofia cardíaca e elevação do tónus vascular, observando-se que a elevação da 
resistência periférica é tida como um dos principais fatores que contribuem para o aumento da pressão 
arterial, isto porque, a medida da pressão arterial é determinada pelo produto do batimento/débito 
cardíaco (frequência cardíaca e ejeção ventricular esquerda) e da resistência vascular periférica 
(explicada pela resistência das arteríolas, relacionada com o diâmetro do lúmen). 
 
Neste sentido, o óxido nítrico resultante da atividade da eNOS parece ter um papel crucial na 
proteção dos vasos sanguíneos, uma vez que as enzimas eNOS sintetizam o NO que irá atuar ao nível 
das células musculares ou no lúmen vascular, sendo esta ação associada a manutenção da tonicidade 
vascular, regulação da pressão sanguínea, prevenção da agregação plaquetária, inibição da adesão de 
monócitos e neutrófilos ao endotélio vascular, efeito antiproliferativo e efeito antioxidativo. Esta ação 
é essencial para impedir que se instala a disfunção endotelial que é um processo que conduz ao 
desenvolvimento da hipertensão. 
 
Deste modo, foi levantada a hipótese de que o gene NOS3 (codificante da eNOS) poderá ter 
uma contribuição significativa no surgimento do fenótipo hipertenso, uma vez que uma redução na 
biodisponibilidade do NO está associada a perda de integridade do endotélio, sendo que um estudo 
associa o alelo 4a a baixos níveis de NO [67].  
 
No trabalho aqui apresentado, observou-se diferenças estatisticamente significativas para as 
frequências genotípicas (p-value = 0,003) e alélicas (p-value = 0,001) dos polimorfismos do intrão 4 do 
gene NOS3 (entre hipertensos e normotensos), o que revela associação entre os polimorfismos do intrão 
desse gene e a hipertensão [126]. Observou-se também que as frequências para o alelo 4a e 4b na 
população hipertensa foram respetivamente, 26,3% e 73,7% e que esta frequência encontrada para o 
alelo 4b é semelhante às frequências encontradas na população Japonesa e no Reino Unido com 
hipertensão [127].  
 
No estudo realizado para a nossa amostra populacional, verificou-se que a presença do alelo 4a 
está associado a um maior risco de ser hipertenso, o que vem de acordo com o descrito na literatura 
[128].  
 
Apesar dos polimorfismos do intrão 4 do gene NOS3 serem polimorfismos intrónicos, têm a 
capacidade de modular a transcrição, influenciar a eficiência da tradução, estabilidade do RNA 
mensageiro (mRNA) e os níveis enzimáticos da eNOS [127]. Pensa-se ser esse o mecanismo subjacente 
a esta associação genótipo/fenótipo. Foi também observado num estudo (sobre a hipertensão pulmonar) 
que o polimorfismo do intrão 4 do gene NOS3 interfer na função da eNOS, o que resulta na redução da 
biodisponibilidade do NO e aumenta o risco de hipertensão pulmonar. Neste estudo, o grupo de 
indivíduos que apresentavam o genótipo 4a/4a tinham um risco de desenvolver hipertensão duas vezes 
superior quando comparado com os indivíduos que apresentam os demais genótipos [129]. Observa-se 
que os resultados de uma meta-análise que envolveu 35 estudos de associação do ponto de vista genético, 
parecem suportar a ideia da associação entre os polimorfismos no intrão 4 do gene NOS3 e a hipertensão 
[128], verificando-se que na população caucasiana o alelo 4a está a associado a um risco elevado (cerca 
de 22%) para o desenvolvimento da hipertensão [130]. No entanto, há que salvaguardar que outra 
possível explicação para estes resultados seja o facto dos polimorfismos do intrão 4 do gene NOS3 
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atuarem como marcadores genéticos para um outro locus funcional em linkage desequilíbrio dentro ou 
em redor do gene [128]. 
 
Na literatura encontram-se ainda outros estudos mostrando a associação dos polimorfismos do 
intrão 4 do gene NOS3 com outras síndromes metabólicas que evidenciam a associação deste alelo (4a) 
com outras doenças cardiovasculares ligadas à hipertensão, como a aterosclerose carótida [131]. Neste 
caso foi observado que o referido alelo é tido como um fator de risco independente para o enfarte agudo 
do miocárdio, especialmente em pacientes que não apresentam outros fatores de risco [131] e que a 
frequência do genótipo 4a/4a é maior em indivíduos com doença arterial coronária em comparação com 
indivíduos normais [132]. 
 
No trabalho realizado, verificou-se que para a amostra em estudo existem diferenças 
estatisticamente significativas em relação à frequência genotípica dos polimorfismos do intrão 4 do gene 
NOS3 entre sexos (p-value = 0,011) e que a presença do alelo 4a está associado no sexo feminino a um 
maior risco de ser hipertenso. Este resultado encontra-se em contradição com o que foi observado noutro 
estudo onde são os indivíduos do sexo masculino que transportam o alelo (4a) que estão associados a 
um risco elevado de ser hipertenso [133]. 
  
A análise das variáveis em estudo, sem a inclusão dos polimorfismos do intrão 4 do gene NOS3, 
mostrou que após o ajuste para a idade apenas o IMC e a glicémia apresentavam diferenças 
estatisticamente significativas entre hipertensos e normotensos, mostrando uma possível associação 
destas variáveis com a hipertensão. Assim, parece haver uma ligação da hipertensão com níveis/valores 
elevados de IMC e glicémica, indicando uma possível ligação da hipertensão com a obesidade /excesso 
de peso assim como com a diabetes. 
 
Após a inclusão dos polimorfismos do intrão 4 do gene NOS3 na análise, sem o ajuste para a 
idade, foram observadas diferenças estatisticamente significativas entre os polimorfismos do intrão 4 do 
gene NOS3 e as variáveis em estudo (entre hipertensos e normotensos ou apenas na população 
hipertensa), mas quando o ajuste para a idade é realizado, deixam de se verificar estas associações entre 
as variáveis e os polimorfismos nas respetivas populações, com a exceção do IMC e da uricémia, porque 
observou-se que na ausência do alelo 4a encontram associados aos indivíduos hipertensos, (p-value = 
0,002 e p-value = 0,016). E apesar de não serem encontrados na literatura estudos que relacionam 
diretamente estes polimorfismos no intrão 4 do gene NOS3 com as variáveis em estudo entre hipertensos 
e normotensos, verifica-se num estudo sobre a relação destes polimorfismos e artéria carótida um 
resultado semelhante ao obtido para o IMC, ou seja, não se verifica nenhuma associação entres os 
indivíduos que possuem o alelo 4a e o IMC [131], bem como entre os genótipos do gene NOS3 e o IMC 
e a uricémia [131] [134]. O que poderá sugerir que tanto IMC e a uricémia possam ser fatores de risco 
independentes e associados a hipertensão na ausência de outros fatores de risco, sendo que a uricémia é 
uma das variáveis associadas aos casos de hipertensão secundária. 
 
Em relação à G6PD e à sua possível associação com a hipertensão por diminuição da 
biodisponibilidade do NO, verifica-se que em relação aos resultados obtidos (para as frequências 
genotípicas e alélicas) não existem diferenças estatisticamente significativas entre hipertensos e 
normotensos (para ambos os sexos), apesar de estar descrito que indivíduos que apresentam o SNP 
rs10500829, têm a atividade da G6PD normal ou medianamente reduzida (cerca de 85 % da atividade 
normal), isto não parece ter interferência no desenvolvimento da hipertensão nesta nossa população. 
Uma hipótese poderá ser pelo reduzido número de casos positivos aqui detetados, uma vez que a variante 
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estudada é sobretudo frequente em indivíduos de ascendência africana [82] e a frequência das 
enzimopatias relacionadas com a G6PD em Portugal é muito baixa (0,51%) [69]. 
 
Em relação aos resultados obtidos para a alfa-globina e alfa-talassémia estes são condizentes 
com os observados para a G6PD, ou seja, não se observaram diferenças estatisticamente significativas 
entre hipertensos e normotensos no que diz respeito a pesquisa da deleção a-talassémica (-a3,7).  
 
Foi descrito um potencial mecanismo de interação proteína-proteína entre a a-globina e a eNOS 
(numa região da proteína α-globina correspondente ao exão 2 dos genes HBA1 e HBA2) uma vez que 
formam um complexo macromolecular que poderá regular os efeitos do NO na reatividade vascular, 
atuando de modo a balancear os processos de constrição com os processos de relaxamento de modo a 
assegurar a tonicidade vascular, que é maior em doentes hipertensos [123]. Na pesquisa de variantes 
polimórficas para o exão 2 dos genes HBA1 e HBA2 (nos indivíduos que não apresentam a deleção) não 
foram detetadas quaisquer alterações. Isto significa que a hipótese que foi levantada de possíveis 
polimorfismos nesta região poderem interferir na interação proteína – proteína entre a a-globina e a 
eNOS se revelou sem significado na população estudada. 
 
No trabalho aqui apresentado observou-se uma prevalência de portadores de alfa-talassémia (-
a3,7kb/aa) de 1,2% o que foi abaixo do esperado segundo os dados da literatura para a população 
portuguesa (7%,) [108]. Seria interessante realizar um estudo de prevalência desta patologia na 
população Portuguesa para confirmação deste resultado. 
 
Uma vez que a população Moçambicana apresenta uma taxa de hipertensão elevada (33,1%) 
sendo ligeiramente menor nas mulheres (31,2%) do que nos homens (35,7%), fez-se uma caracterização 
das frequências genotípicas e alélicas das variantes dos genes suscetíveis de estarem relacionados com 
à hipertensão em indivíduos Moçambicanos normotensos para se averiguar a distribuição das mesmas. 
Observou-se que para as variantes no NOS3 os alelos e 4a, 4b, 4c e 4d apresentam, respetivamente, as 
frequências de 40,9%, 54,5%, 2,3% e 2,3%, estando estes resultados semelhantes aos que se encontram 
referenciados, umas vez que se encontra descrito frequências do alelo 4c em Africanos (6,3%), Afro-
Americanos (10,4%) e em indivíduos Caucasianos (0,4%) [124] [135], sendo adicionalmente observado 
na população Africana a frequência do alelo 4d (1,1%) [134]. Apesar de raros os alelos 4c e 4d, alguns 
estudos têm tentado aferir a relação dos mesmos com diferentes patologias em diferentes populações, 
sendo sugerido que o alelo 4c pode desempenhar um papel importante como um potencial marcador 
genético para o acidente vascular cerebral (AVC) isquémico [135]. 
 
Nesta população Moçambicana, tanto para a G6PD (alelo Gd-) e para a alfa-talassémia (alelo 
mutado, -a3,7) as frequências bastante elevadas obtidas, respetivamente, 35,7% e 40,9%, e podem estar 
relacionados com o fator protetivo que estas conferem em relação a zonas endémicas para a malária, 
existindo possivelmente uma seleção positiva dos heterozigóticos para esta patologia [70] [136]. Ainda 
assim, para melhor caracterização das frequências elevadas para a população Moçambicana observadas 
para o alelo 4a em NOS3,  para a deleção talassémica de 3,kb no agrupamento génico da a-globina e do 
alelo Gd- da G6PD, procurou-se na literatura [124] [125] populações próximas com características 
sociodemográficas e background genéticos semelhantes para inferir se apesar de amostra Moçambicana 
ser pequena (N = 22) se os resultados obtidos estariam de acordo com o esperado para uma população 
Africana. Observou-se que as diferenças não foram estatisticamente significativas o que poderá 
evidenciar que este padrão de distribuição destes genótipos seja o esperado para populações Africanas 




Neste trabalho verificou-se existirem diferenças estatisticamente significativas entre o grupo de 
indivíduos hipertensos e o grupo de normotensos no que diz respeito a idade, IMC, glicémia, os 
triglicéridos. Este facto é coincidente com o conhecimento de que a hipertensão existe muitas vezes em 
associação com outras patologias tais como a sobrecarga em peso/obesidade, diabetes, doenças 
cardiovasculares, etc. 
 
No presente estudo concluiu-se que o alelo 4a do gene NOS3 encontra-se associado a um maior 
risco de ser hipertenso e que os indivíduos que apresentam o alelo 4a, o risco (relativo) de ser hipertenso 
é 1,2 vezes superior em comparação com os indivíduos que apresentam o alelo 4b, ou seja, que a 
presença do alelo 4a (em heterozigotia ou homozigotia) parece ser um fator de suscetibilidade genética 
para a hipertensão na população portuguesa. No entanto, será desejável realizar a confirmação destes 
resultados num outro grupo de pacientes hipertensos e, de preferência, com ausência de outras 
comorbilidades. Estes resultados valorizam o papel do metabolismo do óxido nítrico na manutenção da 
tensão arterial, tal como já tem vindo a ser sugerido na literatura. 
 
Não foram encontradas quaisquer associações entre as variantes genéticas estudadas e os 
fenótipos intermédios em estudo. No entanto, na ausência do alelo 4a do gene NOS3 verificaram-se 
associações de alguns fenótipos intermédios (IMC e uricémia), ajustado para a idade, bem como a 
glicémia (sem o ajuste para a idade) com a hipertensão. 
 
Não se verificaram quaisquer diferenças estatisticamente significativas para a variante da G6PD 
e para a presença da alfa-talassémia entre os grupos de indivíduos hipertensos vs normotensos. Contudo 
observou-se uma frequência muito elevada para variante da G6PD (alelo Gd-) e para a alfa-talassémia 
(alelo mutado, -a3,7) na população Moçambicana. Estas frequências muito elevadas já eram esperadas 
atendendo ao conhecimento do poder de seleção positiva que têm sofrido pela malária em África.  
 
Deste modo, a identificação do contributo de variantes genéticas suscetíveis de induzirem o 
surgimento do fenótipo hipertenso, poderá permitir o reconhecimento de indivíduos suscetíveis e a 
classificação dos pacientes em subgrupos com distintas características genéticas, de maneira a serem 
delineadas as melhores estratégias preventivas e terapêuticas. No entanto, os resultados deste estudo 
deverão ser confirmados numa amostra populacional de maior dimensão de forma a serem obtidos dados 
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VIII.1. Extração de DNA através do Método de Salting-out 
 
Composição dos reagentes: 
 
Ä TKMX-100 (2,5% (v/v) Triton X-100 diluido em tampão TKM1); 
Ä Tampão TKM1 (10mM Tris-HCl pH 7,6, 10mM KCl, 10mM MgCl2, 2mM EDTA); 
Ä Tampão TKM2 (10mM Tris-HCl pH 7,6 10mM KCl, 10mM MgCl2, 2mM EDTA 0,4M NaCl); 
Ä IGEPAL CA-630-octilfenoxi polietoxietanol (Sigma-Aldrich); 
Ä Dodecil sulfato de sódio (SDS) a 10%; 
Ä NaCl 6M; 
Ä Tampão TE (10mM Tris-HCl pH 8,0, 1mM EDTA; 




1. O DNA foi extraído de sangue periférico colhido num tubo com anticoagulante EDTA. 
2. Transferiu-se 2mL para um tubo rolhado e graduado de 10ml. 
3. Adicionou-se 1 volume de TKM X-100. 
4. Adicionou-se 25μl de IPGEPAL CA 630 por cada ml de sangue.  
5. O tubo foi agitado 4-5 vezes por inversão vigorosa. 
6. Seguiu-se uma centrifugação a 2200 rpm, à temperatura de aproximadamente 4° C e durante 15 
minutos, que deve ser repetida caso o pellet formado não adira ao fundo do tubo. 
7. O sobrenadante foi rejeitado e ao pellet que contém, entre outros constituintes, ao DNA, foi 
adicionado 1ml de tampão TKM 1 por cada ml de sangue. 
8. Centrifugou-se à mesma temperatura, a 1600 rpm e por um período de 10 min e foram repetidos 
os passos de rejeição do pellet e adição de tampão TKM 1. 
9. O passo anterior foi repetido no máximo duas vezes de modo a ser obtido um pellet branco 
evitando perdas excessivas de DNA. 
10. Ressuspendeu-se o pellet (vortex) na solução de TKM 2 numa proporção de 160ml por ml de 
sangue. 
11. Adicionou-se 10μl de SDS 10% por ml de sangue e a mistura foi ressuspendida com o auxílio 
de uma micropipeta. 
12. Incubou-se a 55° C por 10 minutos.  
13. Ao fim deste intervalo de tempo o conteúdo do tubo foi transferido para um eppendorf ao qual 
se juntou 60μl de NaCl saturado por ml de sangue. Visualizou-se de imediato a precipitação de 
proteínas existentes na suspensão de DNA que forma uma fase branca opaca distinta de outra 
completamente transparente (suspensão de DNA).  
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14. Agitou-se o tubo eppendorf no vortex. 
15. Centrifugou-se numa centrifuga de eppendorfs, a 12000 rpm, à temperatura ambiente e por 30 
minutos num processo denominado salting-out. 
16.  Verteu-se o sobrenadante resultante da centrifugação anterior para um tubo de vidro e 
adicionou-se aproximadamente 2 volumes de etanol absoluto previamente arrefecido a -20° C. 
17. O tubo, devidamente selado com parafilme, foi invertido suavemente até precipitação do DNA.  
18. Realizou-se a resuspensão do DNA em 200μl de Tampão TE previamente colocados no tubo de 










































Ä PCR Master Mix (2X) – Thermo Scientific: 
https://tools.thermofisher.com/content/sfs/manuals/MAN0012622_PCR_Master_2X_K0171_
UG.pdf; 
Ä EmeraldAmp Max PCR Master Mix – Takara: 
http://www.clontech.com/PT/Products/PCR/High_Yield_PCR/ibcGetAttachment.jsp?cItemId
=11102&fileId=7313918&sitex=10023:22372:US; 
Ä Tampão a 10x: 116mM (NH4)2SO4, 670mM Tris-HCl pH 8,8, 15mM MgCl2, 0.67mM EDTA, 
100mM b-mercaptoetanol. 






Ä TBE 10x: 108g de Tris base (FW=121), 55g de ácido bórico (FW=61.8), 40mL de 0.5M de 














VIII.3. Mistura Reacional e Condições de PCR (NOS3) 
 
Tabela VIII. 1. Especificação dos reagentes, primers e o tamanho dos fragmentos amplificados para o VNTR do intrão 
4 do gene NOS3 
 
Tabela VIII. 2. Condições de PCR para o VNTR do intrão 4 do gene NOS3 
 


























(µl)  Primers Fragmentos amplificados (pb) 






















VIII.4. Mistura Reacional e Condições para PCR-RFLP (G6PD) 
 
Tabela VIII. 3. Especificação dos reagentes, primers e o tamanho do fragmento amplificado para o SNP rs1050829 
 
Tabela VIII. 4. Condições de PCR para o SNP rs1050829. 
 














(µl)  Primers 
Fragmentos 
amplificados (pb) 








Primer direto (10 
pmol/µl) 1 
Primer reverso (10 
pmol/µl) 1 
H2O 9,5 








Local de clivagem  
(setas) 
Temperatura 
e o Tempo 
Fragmentos 
(pb) 















de PCR 15 
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VIII.5. Mistura Reacional e Condições para o Gap-PCR (Alfa-Talassémia) 
 
Tabela VIII. 6. Especificação dos reagentes, primers e o tamanho dos fragmentos amplificados para a deteção da 

















Tabela VIII. 7. Condições de PCR para deteção da deleção de -3,7 Kb no agrupamento génico da α-globina 
 






















Quantidade (µl) Primers Fragmentos amplificados (kb) 
Mix 1 Mix 2 
Primer direto A: 
5’GGGATGCACCCACTG
GCACT3’ 











EmeraldAmp Max PCR 
Master Mix 12,5 12,5 
2,1 
1,9 
DMSO 2,5 2,5 
BSA  
(10mg/mL) 0,6 0,4 
Primer direto A 
(25 pmol/µl) 0,5 0,5 
Primer reverso B 
(25 pmol/µl) 0,5  
Primer reverso C 
(25 pmol/µl) - 0,5 
H2O 7,4 7,4 
DNA molde  
(100ng/µl) 1 1  
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VIII.6. Mistura Reacional e Condições de PCR para Amplificação dos Genes Alfa 
 
Tabela VIII. 8. Especificação dos reagentes, primers e o tamanho do fragmento amplificado resultante da amplificação 
dos genes alfa 
 
Tabela VIII. 9. Condições de PCR para amplificação dos genes alfa 
 





















Reagentes Quantidade (µl) Primers 
Fragmentos amplificados 
(pb) 
A1 A2   
Tampão a  
(10x) 
2,5 2,5   
DMSO 2,5 2,5 
Primer direto A: 
5’GGACTCCCCTGCGGT
CCAGG3’ 













(10mg/mL) 0,4 0,4 
MgCl2  
(25mM) 0,5 0,5 
dNTPs 
 (100mM) 0,5 9,5 
Primer direto A  
(25 pmol/µl) 0,5 0,5 
Primer reverso B  
(25 pmol/µl) 0,5  
Primer reverso C  
(25 pmol/µl) - 0,5 
H2O   
DNA molde 
(100ng/µl) 
1 1   
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VIII.7. Protocolo de Purificação de produtos de PCR (Colunas JetQuick) 
 
1. Ligar um banho seco a 65°C —70°C. Seguidamente colocar a aquecer a quantidade de Tampão 
de Eluição ou água bidestilada que será usada no passo 10. 
2. Caso o volume de PCR tenha sido de 25µl, juntar 17µl de produto de PCR + 83µl água 
bidestilada para obter-se um volume final de 100µl 
3. Adicionar 400µl da solução H1 aos 100µl anteriores. 
4. Colocar a coluna num tubo coletor de 2mL e adicionar a mistura anterior, centrifugando o 
conjunto durante 1min a 12000 rpm. 
5. Descartar o tubo coletor. 
6. Reinserir a coluna num novo tubo coletor e adicionar 500µl da solução H2. 
7. Centrifugar durante 1min a 12000 rpm. 
8. Descartar o filtrado, reinserir a coluna no mesmo tubo coletor e centrifugar novamente a 
velocidade máxima durante 1min. 
9. Descartar o tubo coletor. 
10. Eluição do DNA: colocar a coluna num tubo de 1,5mL e adicionar, no centro da membrana, 
30µl de tampão de eluição ou água bidestilada, previamente aquecido a 65°C — 70°C. 
11. Deixar repousar 1min e centrifugar durante 2min a 12000 rpm. 
12. Descartar a coluna e conservar o filtrado a -20°C caso não seja para uso imediato e a 4° se for 




















VIII.8. Mistura Reacional e Condições de PCR para Sequenciação dos Genes Alfa 
 
















Tabela VIII. 11. Condições do PCR para sequenciação dos genes alfa 
 
 

































Big Dye 0,5 





(2 pmol/µl) 1 
H2O 5,25 





VIII.9. Valores de Referência para as Variáveis em Estudo. 
 
Tabela VIII. 12. Indicação dos valores de referência para as variáveis em estudo 
Variáveis Valores de Referência 
TSH  




18,5 – 24,91 
25,0 – 29,92 
30,0 – 34,93 
35,0 – 39,94 
³ 405 
Glicémia  




4,0 – 5,6 





(mg/dl) ³ 40 
LDL-Colesterol 
(mg/dl) £ 115 
Triglicéridos 
(mg/dl) £ 150
7 ou £ 1758 
Uricémia 
(mg/dl) 3,5 – 7,2
9 
1Variação normal; 2Pré-obesidade; 3Obesidade Classe I; 4Obesidade Classe II; 5Obesidade Classe III. 6 Glicémia de Jejum. 7Em 
jejum; 8Sem jejum. 9(2,5 a 7,0 para homens e 1,5 a 6,0 para mulheres). Adaptado de [137] [138] [139] [140] [141] [142] [143] 
[144]. 
